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Resumen 
El mercado de la fruta es fundamental para la industria exportadora y la economía de Chile que 
comercializa alrededor de 40 variedades de uva de mesa, de ellas ninguna posee un carácter 
organoléptico atractivo y característico como el aroma moscatel, en gran medida debido a la 
aparente asociación negativa entre el aroma Moscatel y atributos de calidad. 
Está demostrado funcionalmente que la acumulación de monoterpenos volátiles característicos 
del aroma Moscatel, es dependiente del gen que codifica para la 1-desoxi-d-xilulosa-5-fosfato 
sintasa (DXS), primera enzima de una ruta metabólica que precede a la de estos compuestos 
aromáticos. Sin embargo, la complejidad e intensidad del aroma depende de la abundancia relativa 
de cada uno de los monoterpenos que componen el aroma y poco se conoce a nivel genético o 
funcional. 
Durante el desarrollo de esta tesis se trató de dilucidar parcialmente la ruta de los 
monoterpenos, a nivel genético, transcripcional y de acumulación de metabolitos. Se utilizaron 
variedades con características organolépticas contrastantes; Crimson Seedless, variedad de aroma 
neutro, y variedades con distintos niveles de aroma Moscatel (Moscatel de Alejandría, Moscatel 
Amarilla, Torontel y Pedro Jiménez). En ellas se buscó establecer una asociación entre el genotipo 
definido en base a VvDXS, la acumulación de transcritos de los genes que codifican para la VvDXS, 
Geraniol Sintasa (GES) y Linalool Sintasa (LIS), y la acumulación de sus productos metabólicos: 
geraniol y linalool respectivamente (monoterpenos característicos del aroma Moscatel). 
En Moscatel de Alejandría se identificó, en heterocigosis, la mutación de tipo SNP K284N en 
el gen VvDXS, descrita como principal responsable del desarrollo del aroma de tipo Moscatel. En 
base a esta mutación y su secuencia colindante se diseñó un marcador de tipo PCR-HRM que 
permitió analizar las otras variedades utilizadas además de la progenie experimental F1 (primera 
generación de plantas producto del cruzamiento) (Moscatel de Alejandría x Crimson Seedless). En 
Pedro Jiménez no se detectó la mutación K284N, sin embargo, su perfil aromático podría deberse 
a la acumulación de Linalool, cercana al umbral olfativo, que a su vez podría explicarse por la 
expresión de VvLIS que es mayor a la detectada en las otras variedades estudiadas. El análisis de 
asociación entre el genotipo de VvDXS y el fenotipo caracterizado a nivel organoléptico, realizado 
en la progenie experimental, permitió confirmar la asociación descrita entre el genotipo de VvDXS 
y la detección sensorial del aroma de tipo Moscatel, pero además, señala la existencia de otros 
determinantes genéticos capaces de contribuir a la generación del aroma de tipo Moscatel, 
permitiendo la acumulación de monoterpenos en ausencia de la mutación K284N al igual que en la 
variedad Pedro Jiménez. 
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Summary 
The fruit market is essential for the Chilean export industry and economy. Among the forty 
commercialized table grape varieties none has an attractive and distinctive organoleptic trait such 
as the Muscat aroma, mainly due to the apparent negative association between Muscat flavor and 
other quality related traits. 
It has been functionally characterized that the accumulation of volatile monoterpenes that 
compose the Muscat aroma, depends on the gene that encodes a 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate 
synthase (DXS), the first enzyme from the monoterpene metabolic pathway. However, the 
complexity and intensity of Muscat flavor depends on the relative abundance of each of the 
monoterpenes and there is no currently knowledge at genetic or functional level. 
During the development of this thesis we tried to elucidate partially the main components of 
the monoterpenes pathway, at genetic, transcriptional and metabolite level. We used varieties that 
contrast at the organoleptic level: Crimson Seedless, a non-aromatic variety, and varieties with 
different levels of Muscat aroma (Muscat of Alexandrie, Yellow Muscat, Torontel and Pedro 
Jiménez). We sought to establish an association between genotype (defined upon VvDXS), 
accumulation of transcripts of the genes encoding VvDXS, Geraniol synthase (GES) and Linalool 
synthase (LIS), and accumulation of their metabolic products: geraniol and linalool respectively 
(characteristic monoterpenes of the Muscat aroma). 
The SNP mutation K284N, described as the main responsible for the development of Muscat 
Aroma, was identified in heterozygosis, in Muscat of Alexandrie. Based on the mutation and 
adjacent sequence, we designed a PCR-HRM marker that allowed us to genotype the other varieties 
used in this work and and an experimental F1 progeny (fist progeny) derived from the cross of 
Muscat of Alexandrie x Crimson Seedless. Pedro Jiménez resulted negative for the presence of the 
K284N mutation, suggesting that the aromatic profile of this variety might be explained by the 
accumulation of linalool at levels close to the olfactory threshold, which in turn might be explained 
by a higher transcript accumulation of VvLIS compared to the other varieties. The association 
analysis, between VvDXS genotype and the phenotype characterized at organoleptic level in the 
experimental progeny allowed us to confirm the association between VvDXS genotype and 
phenotype characterized at organoleptic level, but also confirms the existence of other genetic 
determinants that contribute to the generation of Muscat aroma, enabling the accumulation of 
monoterpenes in absence of the K284N mutation from VvDXS as reported for Pedro Jiménez. 
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Tabla de abreviaciones 
 
Abreviación 
(A-M) 
Significado 
 Abreviación 
(M-T) 
Significado 
 
+Adt Adición de la cola de adenina  MoAl Variedad Moscatel de Alejandría 
ANOVA Análisis de varianza múltiple  
MoAl1/2 
Moscatel de Alejandría de la primera (1) o 
segunda (2) cosecha β-MSH β-mercapto-etanol  
bp Pares de bases  MoAm Variedad Moscatel Amarilla 
C- Control negativo  
MOPS 
Ácido 
3-morfolino-4-il-propano-1-sulfónico C+ Control positivo  
cDNA 
DNA codificante (generado a partir de 
mRNAs) 
 MVA Ruta citoplasmática del ácido mevalónico 
 NaCl Cloruro de sodio 
CrSe Variedad Crimson Seedless  NaOH Hidróxido de sodio 
Ct Ciclo umbral  ND No detectado 
CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio  OdT Oligo de Timinas 
dATP(s) 
Nucleótido (s) de desoxi adenina tri 
fosfato 
 ORF Marco de lectura abierto 
 P/V Razón peso (Kg) volumen (L) 
DNA Ácido desoxirribonucleico  pb Pares de bases 
dNTP(s) 
Nucleótido (s), de Timina, adenina, 
Citosina y Guanina, desoxi tri fosfato 
 PCR Reacción de la polimerasa en cadena 
 PeJi Variedad Pedro Jiménez 
DMAPP dimetilallil difosfato  PVP Polivinilpirrolidona 
(Vv)DXS 
1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (de 
Vitis vinífera) 
 
qRT-PCR 
Transcripción reversa acoplada a una 
reacción de la polimerasa en cadena en 
tiempo real (o cuantitativa) 
 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético  
EtOH (Abs) Etanol (Absoluto)  Rev En antisentido 
FLcDNA 
DNA codificante de largo completo 
(Parte de la secuencia del mRNA que 
contiene desde el codón de inicio al codón 
de término de la proteína) 
 RNA Ácido ribonucleico 
 Rpm Revoluciones por minuto 
 RT Transcriptasa reversa 
 
RT-PCR 
Transcripción reversa acoplada a una 
reacción de la polimerasa en cadena en 
tiempo real (o cuantitativa) 
Fwd En sentido  
GC-MS 
Cromatografía de gases acoplada a un 
lector de espectrometría de masas 
 
 SNP Polimorfismo de nucleótido simple 
gDNA DNA genómico  SPME Micro extracción de fase sólida 
(Vv)GES Geraniol Sintasa de Vitis vinífera  
SS 
Sólidos Solubles (cantidad de gramos de 
azúcar por 100 gramos de muestra, se 
expresa en porcentaje o, su equivalente, 
ºBrix: unidad de porcentaje de Sólidos 
Solubles) 
GPP Geranil di-fosfato  
HCl Ácido hidroclorhídrico  
HRM High Resolution Melting  
INIA 
Instituto de Investigaciones 
Agropecuarias 
 
 Taq 
polimerasa 
ADN Polimerasa de Thermus aquaticus 
IPP Isopentenil difosfato  
K284N 
Sustitución, en el aminoácido número 
284 de la proteína, de una asparragina por 
una lisina. 
 
TAE 
Disolución tampón formada por Tris, 
acetato y EDTA  
 TCPB Complejo-T de la proteína 1 β 
Kb 1000 pares de bases  
Tm 
Temperatura de alineamiento de 
partidores VvLIS Linalool Sintasa de Vitis vinífera  
LSD Análisis de la variación más pequeña  To Variedad Torontel 
mRNA(s) RNA(s) mensajero(s)  TPS(s) Terpeno sintasa(s) 
MEP 
ruta cloroplasmática del metileritritol-
fosfato 
 Tris Tris (hidroximetil) aminometano 
   
Tabla de abreviaciones. Aquí se enlistan las principales abreviaciones utilizadas en este 
documento. En la primera y tercera columna se encuentran las abreviaciones de manera 
alfabética, desde la A a la L y desde la M a la T, respectivamente. En la segunda y cuarta 
columna se encuentra el significado de cada abreviación correspondiente y, en algunos casos, 
una pequeña explicación aclarativa sobre el uso o el contexto de la abreviación. 
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Introducción 
 
Contexto económico nacional 
El mercado de la fruta es fundamental para la industria exportadora y la economía de Chile, 
aportando con el 1,46% del PIB (Donoso et al., 2011). Chile es el principal exportador de fruta 
fresca en el hemisferio sur y el 46% de sus exportaciones, en este ámbito, corresponde a uva de 
mesa. La participación del país en este mercado ha aumentado desde el 2003, llegando a 
contribuir con el 18,7% de las exportaciones mundiales de este cultivo en el 2011 (Bon & 
Barros, 2003; Bravo, 2013). 
El color, tamaño, textura, firmeza, presencia de semillas, sabor y aroma, son los atributos 
que definen la calidad y determinan la aceptación para el consumo en fresco. Actualmente, 
Chile exporta cerca de 40 variedades de uva de mesa (Bravo, 2013), pero ninguna posee una 
característica aromática sobresaliente o atractiva como el aroma Moscatel, presente en muchas 
de las variedades de uvas utilizadas en la industria vitivinícola (como Moscatel de Alejandría y 
Torontel) (Donoso et al., 2011). 
 
La vid 
Vitis vinifera es una especie nativa del mediterráneo, del centro de Europa y del sudeste de 
Asia. Es una planta trepadora que puede alcanzar más de 30 m de largo, pero por las prácticas 
de manejo agronómico (poda sistemática), queda reducida a un arbusto de 1 a 2 m de altura. 
Actualmente existen cerca de 5.000 a 10.000 variedades distintas, aunque solo unas pocas se 
utilizan de manera comercial para su consumo fresco (uva de mesa) y seco (pasas) o para la 
producción de vinos y aguardientes (como el pisco) (Wine & Spirits Education Trust 2012: 
http://www.wsetglobal.com/). 
Cada variedad de vid es el resultado del crecimiento de una semilla resultante de un evento 
de polinización. Este evento puede ocurrir dentro de un mismo individuo por autopolinización, 
o entre individuos distintos. También pueden ocurrir mutaciones somáticas que dan origen a 
nuevas variedades. En el siglo XIX se empezaron a generar cruzas controladas entre individuos 
con características de interés (tamaño, color, ausencia de semillas, dulzor, aroma, etc.) y es por 
esto que actualmente se pueden encontrar variedades de vid con características fenotípicas 
distintivas (Terral et al., 2010), que si bien pueden ser influenciadas por factores 
medioambientales, tales como temperatura, tipo de suelo, irrigación y humedad ambiental, entre 
otras (Terral et al., 2010), el componente genético es altamente determinante para el desarrollo 
de sus características y atributos de calidad (Defilippi et al., 2009). 
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En base al potencial genético para generar aroma, podemos clasificar las distintas 
variedades de vid en tres categorías de producción de compuestos volátiles: Vitis labrusca y sus 
híbridos interespecíficos que se caracterizan por abundantes esteres; variedades (Vitis vinifera 
L.) de tipo Moscatel que poseen altas concentraciones de terpenoides; y variedades (Vitis 
vinifera L.) neutras que poseen pocos compuestos volátiles (Yang et al., 2009). 
Las variedades tipo Moscatel son generalmente dulces y fructosas. Se les llama así por ser 
éste el nombre de su aroma tan característico, el cual está íntimamente relacionado con la 
presencia de monoterpenos derivados de geranil di-fosfato (GPP), tales como geraniol, linalool, 
nerol y α-terpeniol, entre otros (Strauss et al., 1987; Mateo & Jimenez, 2000). Estos compuestos 
poseen un bajo umbral olfativo (es decir que son fácilmente detectables por el olfato humano, 
incluso en bajas concentraciones) y no se encuentran, o no se detectan, en todas las variedades 
de vid (Strauss et al., 1987; Mateo & Jimenez, 2000). La variedad más común con este atributo 
es Moscatel de Alejandría que posee un fruto de características que se destaca por su alto 
contenido de monoterpenos (Mateo & Jimenez, 2000). 
Debido a que la vid es una especie de interés comercial a nivel mundial, se han realizado 
estudios que ayudan a entender sus procesos biológicos y agronómicos desde su base genética, 
estos se han apoyado en la secuenciación y publicación de su genoma en 2007 (Jaillon et al., 
2007 y Velasco et al., 2007) y su re ensamblado y re anotación en 2014 (versión 12X: 
https://urgi.versailles.inra.fr/gb2/gbrowse/vitis_12x_pub/). 
 
Composición química del fruto de la vid. 
En la vid, las bayas son la estructura derivada de un ovario maduro, por lo que poseen una 
intrínseca relación con el ciclo reproductivo de las plantas. Es por esto que el desarrollo y la 
maduración de las bayas ocurre una vez al año (Terral et al., 2010). Las flores de la vid se 
encuentran inicialmente protegidas por una cubierta floral (caliptra) que se pierde durante la 
floración. Esto provoca que la flor se abra y que las anteras liberen el polen que se adhiere al 
estigma con lo que se completa la polinización y posterior fertilización, dando inicio al 
desarrollo de la baya y sus semillas (Dokoozlian, 2000). El desarrollo de las bayas de vid, post 
fertilización, posee un crecimiento característico de tipo doble sigmoideo y se divide en tres 
fases (Figura 1): 
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Figura 1:  Diagrama representativo del crecimiento de las bayas de Vitis vinifera en 
intervalos de 10 días después de floración. Se muestran las tres fases del desarrollo (cuadros 
verdes redondeados), también se muestra la acumulación de azúcares, medida como sólidos 
solubles (ºBrix). Además, se indica el flujo de xilema y floema hacia la baya. Figura modificada 
desde Kennedy, 2002 con información de las distintas fases de desarrollo de la baya desde 
Coombe & McCarthy, 2000. Ilustración original por Koutroumanidis J., adaptada y traducida 
al español por Germán Dupre. 
 
1. Primera fase, de crecimiento rápido: Se caracteriza por una fuerte tasa de división celular 
y aumento del volumen celular durante tres a cuatro semanas. Durante este periodo, las bayas 
se mantienen firmes y verdes debido a la clorofila. Además, poseen bajos niveles de azúcares y 
se comienzan a acumular ácidos orgánicos. 
2. Segunda fase, etapa estacionaria: La tasa de crecimiento disminuye marcadamente y la 
concentración de ácidos orgánicos llega a su máximo. Las bayas se mantienen firmes, pero 
comienzan a perder clorofila. Esta fase dura dos a tres semanas y se la conoce como envero en 
variedades no coloreadas, o pinta en variedades coloreadas (nos referiremos a esta etapa como 
envero, por simplicidad). 
3. Tercera fase, de crecimiento rápido: La maduración comienza con esta etapa y la 
reanudación del crecimiento de la baya se da por aumento del tamaño celular, la cual además 
pierde firmeza y clorofila (en variedades coloreadas, los pigmentos se acumulan en la piel de 
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la uva). Aumenta la cantidad de azúcares, los ácidos orgánicos disminuyen y los componentes 
del aroma y el sabor se acumulan. Este proceso dura de seis a ocho semanas (Dokoozlian, 2000). 
Existen muchos factores que pueden influir en el tamaño de las bayas entre las distintas 
variedades de vid, además de las diferencias genéticas que existen entre ellas, tales como el 
clima, cantidad de bayas por racimo, la razón área foliar/ número de racimos, riego, exposición 
al sol, etc. (Dokoozlian, 2000). 
La baya se compone de tres tejidos principales (Figura 2): epidermis, mesocarpo y semilla. 
La composición y tamaño de estos tejidos varía considerablemente entre las distintas variedades 
de vid (Kennedy, 2002) sin embargo, se componen principalmente de agua que constituye entre 
el 70 y el 80 % del peso fresco de la baya a cosecha. Los azúcares varían ampliamente, 
constituyendo cerca del 2 % del peso fresco al inicio del desarrollo de la baya y alcanzando un 
25 % a cosecha (Dokoozlian, 2000). 
 
 
Figura 2:  Estructura de una baya madura, con corte transversal que 
revela los tejidos internos. Imagen obtenida desde Kennedy, 2002. Ilustrada 
por Koutroumanidis J., traducida al español por Germán Dupre. 
 
La concentración de ácidos orgánicos es variable entre las distintas variedades de vid, sin 
embargo, de manera general incrementa desde el inicio del desarrollo de la baya hasta el envero 
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y disminuye durante la maduración. Durante la cosecha la acidez total (ácido málico y tartárico) 
se mantiene entre el 0,4 y el 0,6 % (P/V) del jugo fresco en Thompson Seedless (Dokoozlian, 
2000). 
 
El amonio representa más de la mitad del nitrógeno total en las etapas tempranas del 
desarrollo de la baya, y se utiliza para sintetizar los aminoácidos durante la maduración. 
Arginina, que es el aminoácido dominante en el jugo de Thompson Seedless, llega a 
concentraciones entre el 0,03 y el 0,08 % (P/V) durante la cosecha (Dokoozlian, 2000). 
Dentro de los compuestos fenólicos encontramos taninos, flavonoides, antocianinas y otros 
pigmentos responsables del color de la baya. Estos son sintetizados en el mesocarpo y 
concentrados en su epidermis (Dokoozlian, 2000). 
Finalmente, los compuestos aromáticos más conocidos y estudiados en las bayas de Vitis 
vinifera son los monoterpenos, responsables del aroma frutal característico de la uva y del vino, 
asociados principalmente a variedades de tipo Moscatel (Dokoozlian, 2000). Estos son 
predominantes en algunas variedades como Moscatel de Alejandría, mientras que otras como 
Thompson Seedless y Crimson Seedless están ausentes o en concentraciones muy bajas e 
indetectables, confiriéndoles un aroma y sabor neutral. El contenido de monoterpenos varía 
entre las distintas variedades de vid y a lo largo de todo el desarrollo de la baya (Park & Noble, 
1993). Algunos monoterpenos se encuentran presentes durante el envero mientras que otros, 
como linalool, recién empiezan a ser acumulados durante éste; otros disminuyen su 
concentración después de la maduración y algunos empiezan a acumularse (Ebang-Oke et al., 
2002). 
Los factores medioambientales también influyen en la concentración que pueden alcanzar 
estos compuestos, un ejemplo de esto fue descrito por Belancic et al. (1997). Estos 
investigadores sometieron las variedades Moscatel Rosada y Moscatel de Alejandría, dos 
variedades con un alto contenido de monoterpenos totales, a un 80 % y un 50 % de sombra 
durante dos periodos de cosecha, encontrando un aumento en la cantidad total de monoterpenos 
libres en el tratamiento con un 50 % de sombra y una disminución en la cantidad total de 
monoterpenos libres en el tratamiento con 80% sombra, en comparación al control (sin sombra). 
Estos resultados han sido replicados en otras variedades Moscatel, como la Moscatel de 
Frontignam por Bureau et al. (2000) y en la variedad Jingxiangyu por H. Zhang et al. (2014a). 
Todos estos autores comprobaron que la cantidad de monoterpenos libres y conjugados, 
norisoprenoides, aldehídos y cetonas, entre otros compuestos, pueden variar dependiendo de la 
cantidad de sombra a la que es sometido cada cultivar. 
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Sabor y aroma 
Durante el desarrollo de la baya ocurren grandes cambios metabólicos, ya sea degradación 
de pigmentos, cambios en las concentraciones de ácidos orgánicos y azúcares, generación de 
compuestos volátiles, etc. (Dokoozlian, 2000; Wills et al., 1998). Todos estos compuestos 
pertenecen a una amplia gama de metabolitos, asociados a rutas metabólicas específicas, que 
las plantas producen para interactuar con su entorno mediante procesos altamente regulados 
temporal y espacialmente (Dokoozlian, 2000; Terral et al., 2010). 
Estos compuestos influyen en la percepción del sabor del fruto, el cual es una compleja 
mezcla de azúcares, ácidos y compuestos volátiles entre otros; siendo el aroma uno de los 
componentes más importantes en la apreciación del sabor de la baya (Lewinsohn et al., 2001; 
Pichersky & Gershenzon, 2002), el cual es determinado, no sólo por la combinación y 
proporciones relativas de los distintos compuestos volátiles, sino también por la concentración 
relativa de algunos compuestos específicos (Defilippi et al., 2009; Strauss et al., 1987). 
En la baya, los aromas se generan a partir de compuestos volátiles como terpenos, esteres 
y tioles, normalmente almacenados en vacuolas y células especializadas (Lund y Bohlmann 
2006). Siendo los terpenos la familia de compuestos volátiles más grande y diversa, de la cual 
destacan los monoterpenos como los compuestos con aroma más potente (Gil & Pszczólkowski, 
2007). 
 
Monoterpenos 
Los monoterpenos poseen una gran variedad de funciones y le entregan a cada variedad de 
vid sus características organolépticas específicas (Lund & Bohlmann, 2006), además de ser el 
componente más prevalente para el aroma en variedades Moscatel y en variedades con aromas 
distintos al Moscatel (Mateo & Jimenez, 2000), encontrándose ausentes en variedades neutras 
(no aromáticas) (Terrier et al., 1972). 
Los monoterpenos pueden encontrarse libres o glicosilados, siendo los libres los únicos 
capaces de contribuir de manera directa con el aroma de la fruta (Lund & Bohlmann, 2006; 
Mateo & Jimenez, 2000). Y los monoterpenos glicosilados no son volátiles y, por lo tanto, son 
compuestos no aromáticos que se vuelven aromáticos mediante procesos de hidrólisis que 
ocurren durante la senescencia o la fermentación de las bayas en el proceso de vinificación (Gil 
& Pszczólkowski, 2007; Battilana et al., 2011). Los monoterpenos más frecuentes en variedades 
de tipo Moscatel son linalool, geraniol, nerol y α-terpeniol, los cuales han sido descritos como 
los más relevantes para la generación del aroma Moscatel (Mateo & Jimenez, 2000). Estos 
12 
 
 
 
compuestos se encuentran en abundantes cantidades en variedades de tipo Moscatel, 
especialmente en Moscatel de Alejandría y Moscatel Rosada, que si bien poseen similares 
niveles de monoterpenos libres, Moscatel de Alejandría posee concentraciones de 
monoterpenos glicosilados dos a tres veces mayores (Gil & Pszczólkowski, 2007). 
 
Determinación del potencial genético para la generación del aroma Moscatel 
Se ha descrito que el geraniol di-fosfato (GPP), compuesto sintetizado a partir de los 
productos de la ruta citoplasmática del ácido mevalónico (MVA) y la ruta cloroplasmática del 
metileritritol-fosfato (MEP), es el precursor universal de todos los monoterpenos (Croteau, 
1987; Gershenzon & Croteau, 1993; McGarvey & Croteau, 1995; Wise & Croteau, 1999), y se 
genera al condensar isopentenil difosfato (IPP) y dimetilallil difosfato (DMAPP) (Bohlmann et 
al., 1998; Croteau et al., 2000; Dudareva et al., 2006) (Figuras 3A y 3B). Se ha demostrado que 
tanto en las bayas como en las hojas de vid la biosíntesis de monoterpenos es dependiente de la 
ruta metabólica cloroplasmática de MEP (Luan & Wust, 2002) sin embargo, GPP también es 
un intermediario para la biosíntesis de carotenoides, flavonoides, citoquininas y giberelinas, 
entre otras moléculas (Figura 3C). 
Los monoterpenos son generados mediante reacciones catalizadas por una familia de 
proteínas llamada terpeno sintasas (TPSs) que pueden convertir GPP directamente a linalool, 
geraniol o α-terpeniol mediante la acción de la linalool sintasa (LIS), geraniol sintasa (GES) o 
la α-terpeniol sintasa, respectivamente (Figura 3B). Siendo linalool y geraniol especialmente 
importantes, ya que el primero es de fácil detección y posee un umbral olfativo muy bajo y el 
segundo puede ser modificado para generar geranial, neral, nerol, citronelol, citronerol y oxido 
de rosa, entre otros monoterpenos (Antonelli et al., 1997; Bicsak et al., 1982; Dunphy & 
Allcock, 1972). 
Hasta el 2005 poco se conocía sobre las bases genéticas del aroma de tipo Moscatel en 
vides y para poder entender mejor este proceso, Doligez et al. (2006) publicaron una búsqueda 
de QTLs realizada en base al análisis de asociación hecha con 174 plantas segregantes 
provenientes de una cruza entre Moscatel de Hamburgo y un parental que denominaron 
MTP2687-85 (cruza de las variedades Olivette con Ribol). Ellos encontraron que un marcador 
de tipo microsatélite del cromosoma 5 estaba estrechamente asociado a un mayor contenido de 
linalool, nerol y geraniol, explicando entre del 17 al 55 % de las diferencias fenotípicas 
observadas en la progenie. 
 
13 
 
 
 
 
Figura 3: Esquema de las rutas metabólicas relacionadas con la síntesis de compuestos 
aromáticos y pigmentos en el cloroplasto. La ruta metileritritol-fosfato (MEP) (A), la ruta 
de los monoterpenos (B) y la ruta de los carotenoides y flavonoides (C). En letras normales: 
metabolitos; en cursiva dentro de rectángulo: enzimas; entre viñetas (“< >”): clasificaciones 
generales de metabolitos. Una flecha (→): una reacción; flechas en tándem (→→→): varias 
reacciones requeridas; y flechas en paralelo (↓↓↓): más de una enzima puede catalizar la o las 
reacciones. La imagen fue producida por Germán Dupre, utilizando las publicaciones de Fray 
et al., 1995, Fraser et al., 2002, Lois et al., 2000 y Martin et al., 2012. 
 
Dos años después, Battilana et al. (2009), con el fin de lograr un mejor entendimiento de 
las causas genéticas del aroma Moscatel, realizaron un análisis de QTLs para las 
concentraciones individuales y totales de estos monoterpenos (linalool, nerol y geraniol) en dos 
poblaciones distintas de vid provenientes de la cruza entre las variedades Italia con Big Perlon 
y Moscato Bianco con Vitis riparia, analizando 163 y 174 individuos respectivamente. Ellos 
encontraron dos marcadores moleculares asociados en el cromosoma 10 relacionados con el 
contenido de linalool y un tercer marcador, en el cromosoma 5, asociado a un mayor contenido 
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de linalool, nerol y geraniol. En base a la localización relativa de los marcadores y QTLs 
identificados y el genoma de referencia, mediante análisis bioinformáticos encontraron que el 
QTL asociado al cromosoma 5 colocaliza con el gen de la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa 
(DXS), la primera enzima en la ruta plastidial del metileritritol-fosfato (MEP). Esta fue la 
primera publicación que identificó el gen de VvDXS en vides y además logró asociarlo a la 
generación del aroma tipo Moscatel. 
Posteriormente Emanuelli et al. (2010), secuenciaron el gen de VvDXS en 148 variedades 
de vid, 72 de tipo Moscatel, 48 de aroma neutral, 20 con aromas distintos al Moscatel, 5 con 
aroma Moscatel “neutral” (variedades de aroma neutral, con un padre de tipo Moscatel) y 3 con 
aromas similares al Moscatel. Encontraron 15 SNPs que generan cambios aminoacídicos 
silenciosos y 10 no silenciosos. De estos últimos, un SNP (que genera la sustitución de una 
asparragina por una lisina en el aminoácido 284 (K284N) de la proteína) se encontró presente 
en el 96 % (69 de 72) de las variedades de tipo Moscatel y en el 25 % (5 de 20) de las variedades 
con aroma distinto al Moscatel, mientras que el 20 % (1 de 5) de las variedades Moscatel 
“neutral” presentó esta mutación y ninguna de las variedades no aromáticas. Adicionalmente, 
ninguna de las variedades con aroma similar al Moscatel presentó este SNP, en cambio 
presentaron un patrón de mutaciones específico de estas variedades. 
Finalmente, con el fin de caracterizar el SNP responsable de la sustitución K284N de 
VvDXS, Battilana et al. (2011), expresaron los genes VvDXS N284 (mutado) y VvDXS K284 
(no mutado) en E. Coli y purificaron la proteína. Luego, mediante ensayos enzimáticos, 
determinaron que la mutación genera un aumento en la eficiencia catalítica de la proteína 
(mayor actividad catalítica, incluso con menores concentraciones de sustrato). Adicionalmente 
estos autores generaron distintas líneas transgénicas de tabaco expresando el gen de VvDXS 
mutado o no mutado bajo el control del promotor constitutivo fuerte CaMV 35S, encontrando 
que las líneas que expresaban el gen mutado presentaron mayores concentraciones de 
monoterpenos, tanto libres como glicosilados en comparación con las que expresaban el gen 
silvestre. 
Estas investigaciones combinadas sentaron las bases para el estudio del aroma en vid, pero 
a pesar de que otorgan clara evidencia de que la generación del aroma Moscatel estaría 
principalmente determinada por la presencia de la mutación K284N en VvDXS del cromosoma 
5, esta mutación por sí sola no es capaz de explicar las diferencias en el contenido de algunos 
monoterpenos específicos ni las proporciones relativas de estos compuestos entre las distintas 
variedades de tipo Moscatel. 
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Otros determinantes genéticos del aroma Moscatel 
Cada monoterpeno es sintetizado por proteínas específicas que pertenecen a la familia de 
las terpeno sintasas (TPSs). Esta familia de genes ha sido estudiada principalmente en 
Arabidopsis thaliana, donde se han identificado y caracterizado funcionalmente 32 genes 
completos de AtTPSs y en arroz, donde se han predicho 40 secuencias que presentan similitudes 
con TPSs conocidas (Martin et al., 2010). 
Utilizando la secuencia del genoma de referencia de la vid (Pinot Noir PN40024), Martin 
et al. (2010), lograron identificar 152 loci que presentan similitudes con AtTPSs conocidas. 
Clasificaron las 152 secuencias en cuatro categorías: genes completos de VvTPSs que 
presentarían dominios y motivos funcionales (53 secuencias); genes completos de VvTPSs que 
presentan un cambio en el marco de lectura o un codón de término prematuro debido a una 
mutación o error en la secuenciación (16 secuencias); genes parciales de VvTPSs (20 
secuencias); y pseudo genes con varias deleciones, codones de término y cambios en el marco 
de lectura (63 secuencias). Y si consideramos sólo las dos primeras categorías de VvTPSs 
encontradas por estos autores, Vitis vinifera poseería al menos 69 posibles VvTPSs, siendo el 
organismo con la familia de TPSs más diversa encontrada hasta el 2010 (Martin et al., 2010). 
Martin et al., (2010) también describieron que la organización de la familia de las VvTPSs 
en el genoma de la vid se caracteriza por estar repetidas en tándem (clusters), encontrándose 13 
regiones en el genoma de la vid que contienen grupos de 2 a 45 genes o pseudogenes de VvTPSs. 
Estos autores sugieren que el número y el tamaño de estos clusters (además de las TPSs de cada 
grupo) que se encuentran en el genoma de la vid, le otorgarían un gran potencial para la 
diversificación y la variación en el metabolismo de los terpenos, lo que explicaría la alta 
variabilidad en los perfiles de terpenos entre las distintas variedades de vid. 
Adicionalmente, estos autores clonaron el cDNA de largo completo (FLcDNA: full lenght 
cDNA) aislaron y caracterizaron funcionalmente varias de estas proteínas desde variedades 
como Pinot Noir, Cabernet Sauvignon y Gewürztraminer, encontrando que la gran mayoría de 
los genes producen una diversa gama de monoterpenos, los cuales pueden variar entre genes 
ortólogos de las distintas variedades, pero también lograron identificar genes ortólogos capaces 
de sintetizar linalool y geraniol de manera exclusiva en las distintas variedades que analizaron. 
Los estudios funcionales, asociados a la generación de aroma en frutos mediante la acción 
específica de las TPSs, fueron realizados principalmente en tomate. Estos se han realizado con 
el objetivo de lograr líneas transgénicas aromáticas y más atractivas para los consumidores, ya 
que el tomate no posee actividad de TPSs durante su maduración (Davidovich-Rikanati et al., 
2007). En este contexto, Lewinsohn et al. (2001) expresaron el gen que codifica para LIS de 
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Clarkia breweri (planta perteneciente a la familia de las onagras que posee flores aromáticas) 
bajo el control del promotor de tomate E8, específico para expresión durante la maduración 
(Good et al., 1994), logrando obtener líneas transgénicas que alcanzaron concentraciones de 
linalool y sus derivados (tales como limonelo, mirceno, β-ocimeno y geranial) de 800 ng/g de 
tomate (peso fresco), mientras que estos compuestos se encontraron ausentes en los controles. 
Davidovich-Rikanati et al. (2007), hicieron estudios similares, pero expresando la geraniol 
sintasa (GES) de Ocimum basilicum (albahaca) bajo el control del promotor de la 
poligalacturonasa de tomate, específico para expresión durante la maduración, en tomates 
transgénicos. Ellos obtuvieron líneas de tomates aromáticos que alcanzaron concentraciones de 
geraniol y sus derivados (tales como geranial, geranil acetato, citroenol, citronelal y óxido de 
rosa) de 3.500 ng/g de tomate (peso fresco), compuestos que no se encontraron presentes en el 
control. Sin embargo, las líneas transgénicas que expresaban ObGES, presentaron un color más 
tenue y una disminución del 50 % en la concentración de licopeno, compuesto que participa en 
la pigmentación de los tomates y se genera a partir de GPP, en comparación al control. Esta 
disminución en licopeno no ocurrió en las líneas transgénicas generadas por Lewinsohn et al. 
(2001). Davidovich-Rikanati et al. (2007), explican que esta disminución en licopeno se puede 
deber a que la expresión de ObGES podría estar generando una disminución en la cantidad de 
GPP destinado a la generación de licopeno, ya que además de la disminución en la 
concentración de éste compuesto, ellos observaron una disminución en la expresión 
transcripcional de la fitoeno sintasa, primera enzima en la ruta biosintética de los carotenoides 
(Figura 3C), de un 70 a 90 %. Estos cambios no fueron detectados en las líneas transgénicas 
generadas por Lewinsohn et al. (2001). Interesantemente, Cravero et al. (1993), analizaron 22 
variedades de vid tipo Moscatel y observaron que las más pigmentadas presentaban menores 
concentraciones de monoterpenos libres, lo cual sugiere que GPP sería un precursor limitante 
en distintas vías metabólicas también en vides. 
En virtud de estos antecedentes, se planteó como uno de los objetivos de esta tesis 
caracterizar las secuencias y el perfil transcripcional de VvDXS, VvGES y VvLIS en dos 
variedades contrastantes para estos atributos: Crimson Seedless, que posee una baya coloreada 
y de aroma neutral, y Moscatel de Alejandría, de baya sin color y con un marcado aroma 
Moscatel, proveniente de elevadas concentraciones de geraniol y linalool. 
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Hipótesis 
Si bien el incremento en la acumulación de monoterpenos asociados al aroma moscatel 
estaría predeterminada por la mutación descrita en el gen VvDXS del cromosoma 5 (K284N), 
variaciones genéticas y/o de expresión de genes que se encuentran en la vía biosintética de los 
monoterpenos (geraniol sintasa y linalool sintasa) podrían explicar las diferencias 
organolépticas que existen entre las distintas variedades de tipo Moscatel. 
 
Objetivo general 
Identificar y caracterizar posibles determinantes genéticos, adicionales a VvDXS del 
cromosoma 5, responsables de las variaciones en el contenido y concentración relativa de 
monoterpenos que definen el aroma/sabor de tipo Moscatel en vides. 
 
Objetivos Específicos 
1. Identificar, por homología, en el genoma de referencia (Pinot Noir PN40024) los genes que 
codifican para la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS), la geraniol sintasa (GES) y la 
linalool sintasa (LIS) y sus posibles isoformas. 
2. Aislar y caracterizar los posibles homólogos de VvDXS, VvGES y VvLIS y sus respectivas 
variantes alélicas en variedades contrastantes para el aroma tipo Moscatel (Crimson 
Seedless, variedad con aroma neutro, y Moscatel de Alejandría, variedad con aroma 
Moscatel). 
3. Determinar el perfil de acumulación de transcritos de VvDXS, VvGES y VvLIS y la 
acumulación de geraniol y linalool, los principales metabolitos asociados al aroma Moscatel, 
en distintos estados de desarrollo en variedades contrastantes para el aroma tipo Moscatel 
(Crimson Seedless, variedad neutra, y Moscatel de Alejandría, variedad de tipo Moscatel). 
4. Caracterizar el perfil de expresión de VvDXS, VvGES y VvLIS y la acumulación de geraniol 
y linalool en variedades con distintos tipos y grados de aroma Moscatel (Moscatel Amarilla, 
Torontel, Pedro Jiménez y Moscatel de Alejandría). 
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Resumen de la estrategia de estudio 
 
Utilizando dos bases de datos (Genoscope: http://www.genoscope.cns.fr/externe/Genome 
Browser/Vitis/ y URGV: http://urgv.evry.inra.fr/FLAGdb) que contienen el genoma de 
referencia de la vid (Pinot Noir PN40024, V12.2), se seleccionó y comparó las secuencias de 
los genes que codifican para VvDXS04, VvDXS05, VvDXS07 y VvDXS11 (de los cromosomas 
4, 5, 7 y 11 respectivamente) y de los grupos de genes que codifican para VvGES (tres 
secuencias distintas que presentan similitud con una VvGES conocida) y VvLIS (14 secuencias 
distintas que fueron agrupadas en VvLISa, VvLISb y VvLISc, compuestas de dos, seis y seis 
secuencias respectivamente, que presentan similitud con tres VvLIS conocidas). 
En base a estas secuencias, se diseñó pares de partidores específicos que flanquean el 
FLcDNA y pares de partidores específicos que amplifican fragmentos internos de 200 pb 
aproximadamente (desde cDNA). Estos pares de partidores se utilizaron para la amplificación 
de los cDNAs de largo completo y para los análisis de expresión mediante qRT-PCR, 
respectivamente. El cDNA fue sintetizado a partir de RNA extraído desde bayas de variedades 
que se diferencian a nivel organoléptico (Moscatel de Alejandría que posee un aroma tipo 
Moscatel y Crimson Seedless que posee un aroma neutro). Adicionalmente se midió la 
acumulación de geraniol y linalool de estas variedades de estudio, en muestras a madurez de 
consumo. 
Los FLcDNA fueron clonados y secuenciados, lo que permitió identificar polimorfismos 
de tipo SNP, entre ellos la sustitución K284N, previamente descrita, en la secuencia codificante 
de VvDXS05. En base a la secuencia colindante a la mutación de interés se diseñaron partidores 
específicos para detectar la presencia de dicha mutación mediante PCR-HRM (High Resolution 
Melting) (técnica derivada del PCR cuantitativo, capas de diferenciar polimorfismos de 
nuclótido símple). Utilizando esta técnica de genotipado, se determinó el perfil genético de las 
variedades utilizadas en los análisis de expresión y acumulación de metabolitos (geraniol y 
linalool) y de la población segregante derivada del cruzamiento entre Crimson Seedless y 
Moscatel de Alejandría (n = 616). El perfil genético determinado en la población se contrastó 
con una evaluación organoléptica (n = 444) para la detección del aroma a Moscatel. 
En las variedades utilizadas se intentó determinar la acumulación de los metabolitos 
volátiles mayoritarios (linalool y geraniol) durante distintos estados de madurez fisiológica (5 
a 20 ºBrix) mediante cromatografía gaseosa acoplada a un detector de ionización de llama sin 
embargo, la resolución alcanzada no fue suficiente para cuantificar los metabolitos de interés. 
19 
 
 
 
En una segunda instancia se cuantificó los volátiles mediante cromatografía gaseosa acoplada 
a espectrometría de masas. 
Finalmente, en base a la información genética, de expresión y de abundancia de 
metabolitos, se realizó un análisis conjunto para evaluar posibles correlaciones entre las 
variables mencionadas. 
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Materiales y métodos 
 
1. Material vegetal. 
Todas las variedades analizadas en esta tesis pertenecen a la especie Vitis vinifera L. 
subespecie vinifera: Crimson Seedless (CrSe) desarrollada en Estados Unidos en el año 1979 
al cruzar Emperor con la línea genética avanzada C 33-199, Moscatel de Alejandría (MoAl) 
originaria de Grecia y proveniente de la cruza natural entre Muscat à Petits Grains y Heptakilo 
(Mena et al., 2014), Torontel (To) y Moscatel Amarilla (MoAm) que provienen de la cruza de 
Moscatel de Alejandría con Listan Prieto (Martínez et al., 2006) y Pedro Jiménez (PeJi) que 
proviene de la cruza entre Heben y un parental desconocido que se realizó en España (Mena et 
al., 2014). 
Las bayas de las variedades muestreadas en este estudio, fueron cosechadas en dos 
temporadas distintas. En ambos casos, los muestreos se iniciaron dos semanas después de que 
el 50 % de las bayas hubieran entrado en envero (inicio del ablandamiento de las bayas). En la 
primera temporada, se utilizaron muestras de Moscatel de Alejandría (MoA11: sub índice 1 por 
primer muestreo) y Crimson Seedless (CrSe) recolectadas entre noviembre de 2012 y febrero 
de 2013, desde huertos comerciales ubicados en Vicuña, Región de Coquimbo (INIA Intihuasi), 
y Llay-Llay (Desarrollo Agrario S.A.) en la Región de Valparaíso, respectivamente. En la 
segunda temporada, entre enero del 2014 y marzo del mismo año, se muestrearon las variedades 
Moscatel de Alejandría (MoAl2: sub índice 2 por segundo muestreo), Moscatel Amarilla 
(MoAm), Torontel (To) y Pedro Jiménez (PeJi), en el mismo huerto de Vicuña (INIA Intihuasi). 
Hojas tiernas de los segregantes de la cruza experimental entre Crimson Seedless (padre) 
y Moscatel de Alejandría (madre) (n = > 1000) fueron muestreadas durante el 2013 para realizar 
extracciones de DNA (se las almacenó a -80 ºC). Adicionalmente, esta progenie experimental 
(establecida en un huerto ubicado en Santiago de Chile el 2012: INIA La Platina) presentó 444 
segregantes que produjeron fruta en la temporada 2014, y en estos segregantes se muestrearon 
bayas entre 16 y 18 ºBrix (separadas por densidad de sales) para el análisis sensorial basado en 
un panel no entrenado (ver “Análisis organoléptico en la población experimental Crimson 
Seedless x Moscatel de Alejandría” de Materiales y métodos). 
 
1.1. Primer muestreo de bayas: 
Las plantas para el muestreo fueron elegidas al azar, asumiendo que los clones de MoAl1 y 
de CrSe eran uniformes (dentro de sus respectivos cuarteles) mientras no cayeran en el borde 
de cada parcela experimental. En cada punto de muestreo se tomó cuatro a seis racimos, desde 
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plantas distintas, definidos como réplicas biológicas y uno de ellos se destinó a los análisis de 
calidad de fruta, mientras que los demás fueron desgranados in situ (dejando la base del pedicelo 
intacto) y congelados rápidamente en nitrógeno líquido para ser posteriormente almacenados a 
-80 ºC, hasta su procesamiento (las muestras fueron transportadas en nitrógeno líquido). En el 
laboratorio de Postcosecha de INIA La Platina (Santa Rosa 11.610, La Pintana) se determinó el 
contenido de sólidos solubles (SS), usando el promedio de 25 bayas del racimo destinado al 
análisis de calidad, este procedimiento se realizó en todos los muestreos. El contenido de sólidos 
solubles se midió por refractometría (refractómetro óptico MASTER-α, ATAGO ®) usando 
jugo extraído de cada baya. 
 
1.2. Segundo muestreo de bayas: 
Como se mencionó anteriormente, en la segunda temporada se incorporó el análisis de más 
variedades de tipo Moscatel: Moscatel Amarilla (MoAm), Pedro Jiménez (PeJi), Torontel (To) 
y nuevamente Moscatel de Alejandría (MoAl2). Los muestreos se realizaron en las mismas 
condiciones que las descritas para MoAl1 y CrSe, sin embargo, en esta segunda etapa se 
incorporó una homogenización de las bayas en terreno antes de ser congeladas para los análisis 
posteriores. Esta homogenización tiene el propósito de disminuir la heterogeneidad en el grado 
de madurez que existe dentro de cada racimo de cada variedad, seleccionando bayas de acuerdo 
a su porcentaje de sólidos solubles (SS) para obtener muestras uniformes entre 8, 12, 14, 16, 18 
y 20 % de SS. La selección de bayas por porcentaje de SS se realizó mediante una metodología 
no destructiva y validada para análisis transcriptómicos descrita por Lijavetzky et al. (2012), y 
Rolle et al. (2011), ya que los cambios fisiológicos y químicos propios del desarrollo de la baya 
presentan una mayor relación con el contenido de SS que con la fecha de su cosecha (Lijavetzky 
et al., 2012; Rolle et al., 2011). 
Brevemente, el método no destructivo para determinar el contenido de SS se describe a 
continuación: se desgranaron los racimos cortando el pedicelo y se pasó las bayas por una serie 
de soluciones de cloruro de sodio (NaCl, sal de mesa común) a diferentes concentraciones (que 
van desde 20 g/L a 140 g/L para cubrir un rango equivalete de 1,8 % y 23,1 % de SS 
respectivamente; las concentraciones de sal fueron ajustadas al porcentaje de SS esperado para 
cada muestreo y se realizaron en terreno utilizando una solución inicial de 140 g/L de sal y agua 
destilada). Primero fueron colocadas en la solución más concentrada y aquellas que flotaron en 
la superficie, con menor densidad que la solución, se pasaron a la siguiente solución menos 
concentrada (Figura 4). Este paso se repitió sucesivamente hasta que las bayas se hundieron en 
una de las soluciones y se las consideró con una densidad igual al promedio de las soluciones 
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en las que flotaron y en las que se hundieron. El porcentaje de SS fue estimado a partir de la 
siguiente ecuación (obtenida experimentalmente en el laboratorio, en base a Torrealba et al., 
2012 y Rolle et al., 2011): % SS = g/L (de NaCl) * 0,1772 - 1,7056 
 
 
Figura 4: Figura representativa del proceso de selección de bayas por densidad. Se 
observa diferencias en la flotabilidad de las bayas (Variedad MoAl, fecha: 13 de enero del 
2014) en las soluciones Nº 0 (37,8 g/L), Nº 1 (49,1 g/L), Nº 2 (60,4 g/L), Nº 3 (71,7 g/L) y Nº 
4 (83,0 g/L), equivalentes a 5, 7, 9, y 11 % de SS respectivamente. Las soluciones fueron 
ajustadas en terreno según la distribución de las densidades de las bayas en cada variedad. 
 
Una vez seleccionadas las bayas por contenido de SS, estas se enjuagaron, congelaron y 
transportaron en nitrógeno líquido hasta su almacenamiento a –80 °C. 
 
1.3. Muestreo de hojas y bayas de población experimental: 
Las bayas fueron muestreadas mediante el mismo protocolo de homogenización descrito 
para las muestras del segundo muestreo, pero se seleccionaron entre 16 % y 18 % de SS. 
 
2. Identificación de las secuencias de los genes VvDXS, VvGES y VvLIS a partir del genoma 
de referencia. 
En base al trabajo de Emanuelli et al. (2010), para el gen VvDXS y de Martin et al. (2010), 
para los genes de la familia de TPSs y los números de acceso publicados para cada gen, se 
realizó la búsqueda de las secuencias respectivas en dos bases de datos (Genoscope: 
http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/ y URGV: http://urgv.evry.inra.fr 
/FLAGdb). Las secuencias identificadas se utilizaron para diseñar partidores específicos 
(Tablas suplementarias 1 y 2) que fueron utilizados para aislar el FLcDNA de VvDXS, VvGES 
y VvLIS y para ensayos de PCR convencional y qRT-PCR de los mismos genes. 
Para VvDXS se encontraron tres genes adicionales predichos como VvDXS (además de 
VvDXS del cromosoma 5), estos se encuentran en los cromosomas 4, 7 y 11 del genoma de la 
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vid. Los cuatro genes VvDXS se analizaron con herramientas bioinformáticas para determinar 
su similitud aminoacídica y la identificación de péptidos de destinación a cloroplastos (ver 
resultados, sección “Identificación de las secuencias para VvDXS, VvGES y VvLIS y generación 
de partidores”). 
Para los genes de VvGES y VvLIS se seleccionó secuencias de acuerdo al trabajo de Martin 
et al. (2010) donde se identificaron 152 loci (69 funcionales) para TPSs en el genoma de la vid. 
En base a estas secuencias, y por homología (BlastP) con genes de Arabidopsis thaliana, 
caracterizados como GES (Herde et al., 2008) y LIS (Chen et al., 2003), se seleccionaron 
catorce secuencias que codificarían para proteínas que sintetizarían linalool y tres que 
codificarían para proteínas que sintetizarían geraniol. 
 
3. Diseño de partidores en base a las secuencias de referencia para las isoformas de VvDXS, 
VvGES y VvLIS. 
Los partidores utilizados en esta tesis se diseñaron utilizando la herramienta Primer3 
(Untergasser et al., 2012: http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) que es parte del programa 
Geneious versión 7.0.6 (Kearse et al., 2012). Se tomaron en cuenta los siguientes 
requerimientos: longitud entre 18-24 pares de bases (bp), 45 a 65 % de contenido de GC y 
temperatura de alineamiento de los partidores (Tm) entre 56 y 66 ºC, considerando además que 
la Tm de los pares de partidores no varíe en más de 1 ºC. Adicionalmente no se priorizaron los 
pares de partidores que generaran dímeros (entre ellos o consigo mismos). 
Para los ensayos de qRT-PCR se diseñaron tres pares de partidores (distribuidos 
homogéneamente a lo largo del cDNA virtual) para las isoformas de VvDXS. El tamaño del 
amplicón ideal fue de 200 pb aproximadamente (dado que los partidores del gen normalizador 
del complejo-T de la proteína 1 β, TCPB, validado por González-Agüero et al. (2013), 
amplifican 203 pb). Cada par de partidores diseñado fue analizado para evitar la amplificación 
inespecífica entre las diferentes isoformas de VvDXS, por lo que se descartó aquellos capaces 
de hibridar con otras secuencias de manera específica o con hasta 4 missmatch (hibridación 
inespecífica). Para las isoformas de TPSs se utilizaron los mismos criterios, pero se diseñaron 
dos pares de partidores por cada grupo de genes. 
 
Adicionalmente, se diseñó partidores que permitieran amplificar el FLcDNA de cada gen 
blanco. El marco de lectura abierto (ORF) de cada gen fue identificado por el programa 
Geneious versión 7.0.6 (Kearse et al., 2012). La generación de los partidores utilizados en la 
amplificación del FLcDNA de los distintos genes blanco se realizó en base al ORF (predicho 
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por Geneious): desde su inicio (en caso de ser necesario se generaron partidores en diferentes 
codones de inicio probables) para los partidores sentido y hasta su final para los partidores 
antisentido. El diseño de los partidores para aislar los FLcDNA se centró en modificar el largo 
de los partidores para obtener pares de partidores con Tm similares. 
 
 
Para el gen normalizador VvTCPB, los partidores habían sido previamente diseñados por 
el grupo de trabajo, al igual que el partidor oligo de Timinas (OdT) para la síntesis de cDNA y 
los partidores universales M13 (M13F-pUC-40 y M13R-pUC-40, descritos en 
http://dna.macrogen.com/eng/support/ces/guide/universal_primer.jsp) para amplificar desde el 
vector de clonamiento pCR8®/GW/TOPO®TA (Tabla 1). 
 
4. Extracción de DNA desde hojas y bayas de vid: 
Este protocolo de extracción de DNA es una adaptación (escalamiento) del protocolo 
descrito por Lodhi et al. (1994), y fue utilizado para la obtención del DNA genómico de las 
variedades Moscatel de Alejandría, Crimson Seedless, Moscatel Amarilla, Pedro Jiménez y 
Torontel desde bayas maduras y para la obtención de DNA genómico desde hojas tiernas de los 
segregantes de la cruza Moscatel de Alejandría x Crimson Seedless. El buffer de extracción 
utilizado en este protocolo está compuesto por EDTA (20 mM), Tris-HCl (100 mM), NaCl (1,4 
M) y 2,0 % CTAB (P/V) (cetyltrimethylammonium bromide). El pH es ajustado a 8,0 utilizando 
HCl y se almacena a temperatura ambiente. Para la extracción desde cada tipo de tejido vegetal 
G
en
 Nombre del 
partidor 
Nombre 
corto  
Secuencia (5’-3’) 
% 
GC 
pb 
Tm 
(ºC) 
Amplificado (pb) 
Obj. 
cDNA gDNA 
T
C
P
B
 VvTCPB 03 Fwd 
TCPB03 
TCTTTGCAGATGCGGGAGTA 50 20 
64 203 203 qRT-PCR 
VvTCPB 03 Rev TGCCTGACCCATTTCAACAC 50 20 
VvTCPB 04 Fwd 
TCPB04 
TGGGCACTGCAAGCTGATAG 55 20 
60 228 664 RT-PCR 
VvTCPB 04 Rev TTTGCCATCACCATCTCAGG 50 20 
N
/A
 Oligo de Timinas OdT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGCTTCG 15 27 60 NA NA RT 
M13 F  GTAAAACGACGGCCAGT 53 17 60 NA NA Clonamiento y 
secuenciación M13 R  GCGGATAACAATTTCACACAGG 45 22 60 NA NA 
Tabla 1:  Tabla de partidores utilizados en ésta tesis. En la primera columna se muestra el 
gen blanco para el cual fue diseñado cada partidor. En la segunda columna se encuentra el 
nombre de cada partidor (Fwd: sentido y Rev: antisentido). La tercera columna muestra el 
nombre corto de cada partidor para un manejo más sencillo de los mismos (Ejemplo: partidores 
TCPB03 hace referencia a los partidores VvTCPB 03 Fwd y VvTCPB 03 Rev). En la cuarta 
columna se muestra la secuencia nucleotídica de cada partidor en dirección 5’ a 3’. La quinta 
columna muestra el contenido de GC en porcentaje, de la secuencia completa de cada partidor. 
La sexta columna muestra el largo de cada partidor en pares de bases (pb). La séptima columna 
muestra la temperatura de fusión (Tm) de cada partidor, y la utilizada experimentalmente para 
los pares de partidores. La octava columna muestra el tamaño esperado de amplificación de los 
pares de partidores Fwd y Rev diseñados para amplificación de la secuencia blanco, desde 
cDNA y gDNA. Y la novena columna muestra el uso de cada partidor o par de partidores. 
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se utilizó el mismo protocolo experimental, variando el procedimiento sólo en los primeros dos 
pasos: 
 
Extracción desde hojas: 
1) En un tubo de 2 ml con tapa rosca se agregaron cinco perlas de zirconio de 3 mm, 700 µl 
de buffer de extracción suplementado con 0,1 % β-mercaptoetanol (β-MSH) adicionado 
de una punta de espátula de polivinilpirrolidona (PVP) y ~1cm2 de hoja tierna de cada 
individuo. 
2) Cada tubo fue agitado a 6.000 x g por 30 segundos en un homogeneizador de tejido 
(Precellys ® 24), las muestras homogenizadas se incubaron a 60 °C por 15 min 
mezclando suavemente por inversión cada 5 min. 
 
Extracción de DNA desde bayas: 
1) Se utilizó hasta 1 g de baya molida en mortero con nitrógeno líquido. 
2) La baya molida se traspasó a un tubo de 2 ml y se agregó 800 µl de buffer de extracción 
suplementado con 0,1 % β-MSH adicionado una punta de espátula de PVP. Se mezcló en 
agitador de vórtice durante 30 s y luego se incubó a 60 °C por 15 min mezclando 
suavemente por inversión cada 5 min. 
 
Protocolo común: 
3) Se centrifugó a 9.500 x g por 6 min y se recolectó 600 µl de sobrenadante. 
4) Se agregó 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) y se mezcló por inversión 
durante 3 min. 
5) Se centrifugó a 7.000 x g por 5 min y se recolectó 450 µl de sobrenadante. 
6) Se agregó 210 µl NaCl 4,5 M y 700 µl de etanol absoluto a 4 ºC. 
7) Posteriormente, se mezcló por inversión 15 veces y se incubó a 4 °C por 20 min. 
8) Se centrifugó a 7.000 x g por 3 min y se lavó el pellet con 750 µl de etanol 76 %. 
9) Luego, se centrifugó a 7.000 x g por 3 min y se dejó secar a temperatura ambiente. 
10) El pellet fue resuspendido en 100 µl de agua destilada ultrapura (Invitrogen) y tratado con 
2 µl RNAsa (Sigma-Aldrich) a 500 ng/ µl  
11) Finalmente, el DNA se visualizó en un gel de agarosa al 0,8 % en TAE 1X para corroborar 
que se encontrara íntegro y libre de RNA. Los geles fueron fotografiados bajo luz UV con 
el sistema AlphaDigiDoc Pro ®. 
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5. Extracción y verificación de integridad de RNA total desde bayas de vid 
5.1. Extracción de RNA 
Para la extracción de RNA se utilizó una modificación al protocolo de Gambino et al. 
(2008). En la extracción se utilizó el buffer de extracción de RNA compuesto por: cloruro de 
guanidinio 6 M (Merck), citrato tri sódico 0,15 M, EDTA 20 mM (Merck) y CTAB 1,5 % 
(Merck). El buffer se ajustó a pH 7 con NaOH o HCl (Merck) de ser necesario, finalmente fue 
esterilizado en autoclave.  
En mortero y con nitrógeno líquido se molió 1,2 g de cada muestra (trozos de bayas pre-
homogeneizadas) en múltiplos de 8 (8 o 16, idealmente 8). Las muestras homogenizadas se 
traspasaron a tubos temperados en nitrógeno líquido de 15 ml hasta ser almacenados a -80 ºC. 
Una vez procesadas todas las muestras, se descongelaron controladamente a -20 ºC por 10 
minutos y se les agregó 5 ml de buffer de extracción de RNA suplementado con 1 % β-MSH 
fresco. Cada muestra se mezcló por inversión y se centrifugó a 10.000 x g por 10 min (4 ºC) 
para eliminar los desechos de la molienda. El sobrenadante se traspasó a tubos nuevos de 15 ml 
y se les agregó un volumen de cloroformo (de grado molecular, Merck), se mezcló 
vigorosamente con agitador de vórtice por 1 minuto, luego se las centrifugó a 5.000 x g (4 ºC) 
por cinco minutos para eliminar lípidos y proteínas. El sobrenadante se recuperó en tubos 
rígidos de 50 ml (Oak Ridge Centrifuge Tube de Thermo Scientific) y a cada uno se le agregó 
un volumen de isopropanol (de grado molecular, Merck), luego se mezcló por inversión y se 
incubó a -20 ºC por al menos 16 horas para precipitar el RNA. 
Los RNAs precipitados se centrifugaron a 15.000 x g por 30 minutos y se descartó 
cuidadosamente el sobrenadante. Los RNAs se recuperaron con 1,5 ml de etanol al 70 % y 
traspasados a tubos de 2 ml. Los RNAs se limpiaron mezclando suavemente por inversión y 
centrifugando por 10 minutos a 10.000 x g (4 ºC). Se descartó el sobrenadante y desde esta 
etapa se utilizaron columnas y bufferes de purificación del kit de extracción de RNA ZR Plant 
RNA MiniPrep (Zymo Research™). El RNA se resuspendió en 800 µl de buffer de lisis del kit 
Zymo (RNA Lysis Buffer, número de catálogo R1060-1-100 de Zymo Research) suplementado 
con 1,5 % CTAB y 1 % β-MSH. El RNA se incubó por cinco minutos a 60 ºC mezclando por 
inversión hasta lograr la resuspención total del RNA, una vez ambientado a temperatura 
ambiente se agregó 600 µl de cloroformo y se mezcló en agitador de vórtice por 30 segundos. 
Posteriormente se centrifugó el RNA por 5 minutos a 8.000 x g y el sobrenadante se traspasó a 
tubos nuevos de 2 ml donde se le agregó a cada muestra 0,8 volúmenes de etanol absoluto 
(Merck) y se mezcló por inversión. El RNA fue transferido a las columnas Zymo IIC del kit de 
27 
 
 
 
purificación de RNA (RNA Clean and Concentrator número de catálogo R1018) y se siguieron 
las instrucciones del kit de extracción de RNA en las etapas siguientes. 
La concentración del RNA extraído se midió por fluorimetría utilizando el kit de 
cuantificación RNA de Qubit (Qubit™ RNA Assay Kit, Invitrogen, Life Technologies). La 
medición se hizo con una dilución 1:5 de cada RNA. Posteriormente se analizó las muestras 
por espectrofotometría utilizando un Picodrop (Picodrop Ltd.) para la obtención de las razones 
260/280 y 260/230 nm que permiten evaluar la pureza de las muestras de RNA. La integridad 
del RNA total fue verificada en un gel de agarosa denaturante mediante la presencia de las 
bandas ribosomales correspondientes al 18S y 28S. Los geles fueron fotografiados bajo luz UV 
con el sistema AlphaDigiDoc Pro ®. 
 
5.2. Gel denaturante de RNA. 
Se disolvió 1,5 g de agarosa en 87 ml de agua destilada tratada con dietilpirocarbonato, 
calentando en el microondas y luego se mezcló bajo campana con 10 ml de MOPS 10X (ácido 
propanosufúfico 200 mM, acetato de sodio 50 mM y EDTA 10 mM) y 3 ml de formaldeido 37 
%. Luego a 1 µg de RNA se le agregó 3 µl de buffer de carga (formamida 100 %: bromuro de 
etidio 0,1 μg/μl (44:1) y los colorantes Orange G, azul de bromofenol y xilen cianol). Después 
se dio un spin y se denaturó el RNA a 70 ºC por 10 minutos en termociclador Veriti® 96-Well 
Thermal Cycler (Aplied Biosystems). Las muestras fueron inmediatamente traspasadas a hielo 
y luego se las cargó en el gel denaturante. La electroforesis corrió a 80 Volts por 60 min. Los 
geles fueron fotografiados bajo luz UV con el sistema AlphaDigiDoc Pro ®. 
 
6. Síntesis de cDNA y verificación de calidad. 
Para la síntesis de cDNA primero se realizó un tratamiento con DNAsa para evitar la 
contaminación con DNA genómico: A 1,375 ng de RNA cuantificado (integridad verificada) se 
le agregó 1 µl de DNAsa (Thermo Scientific), 0,25 µl de inhibidor de ribonucleasas 
RiboLockTM (Thermo Scientific), 3µl de buffer de DNAsa 10X (Thermo Scientific) y se 
completó con agua destilada ultrapura (Invitrogen, Life Technologies) para hacer un volumen 
final de 30 µl (25,75 µl – Xµl de RNA). Cada muestra de RNA se incubó por 30 minutos a 37 
ºC (manteniendo la tapa del termociclador fría). Luego para desactivar la DNAsa, la reacción 
se pasó a hielo y se agregó 1 µl de EDTA 25 mM (Invitrogen, Life Technologies). A 22,5 µl del 
RNA tratado con DNAsa se le agregó 2 µl de OdT (Tabla 1) 10 µM y 2 µl de desoxi nucleótidos 
tri fosfato (dNTPs) 10 mM (Invitrogen, Life Technologies). La mezcla se incubó a 65 ºC por 5 
minutos para inactivar la DNAsa, luego se mantuvo en frío donde se agregó 13,5 µl de un mix 
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que contiene 8 µl de buffer 5X de transcriptasa reversa (Invitrogen, Life Technologies), 4 µl de 
DTT (Invitrogen, Life Technologies), 0,5 µl de inhibidor de ribonucleasas RiboLockTM 
(Thermo Scientific), 1 µl de transcriptasa reversa (M-MLV RT, Invitrogen, Life Technologies). 
Finalmente se incubó a 37 ºC por 52 minutos, para la síntesis del cDNA, y a 70 ºC por 15 
minutos, para la inactivación de M-MLV RT. Los cDNAs sintetizados fueron guardados a             
-80 ºC hasta su utilización. 
Para corroborar que el cDNA sintetizado se encuentra óptimo (en cantidad, calidad y libre 
de DNA genómico) para los ensayos posteriores, se realizó una amplificación del gen VvTCPB 
mediante una reacción de PCR, se utilizó como templado 1 µl de cDNA y el mix de partidores 
de VvTCPB 04 (Tabla 1) a 10 µM, que amplifican un fragmento que posee un intrón interno. 
Como control positivo en la reacción de PCR se utilizó DNA genómico (gDNA) de MoAl. 
Tanto las incubaciones como la reacción de PCR utilizando el cDNA sintetizado como 
templado fueron realizadas en el termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Aplied 
Biosystems). 
 
7. Amplificación de fragmentos de interés mediante la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) 
Estas reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 µl, se agregaron 2 µl de 
buffer de PCR 10X (Tris HCl 100 mM, KCl 500 mM, pH 8,8), 0,6 µl de MgCl2 50 mM (Sigma-
Aldrich), 4 µl de colorante rojo cresol disuelto en 12 % de sacarosa, 0,8 µl de dNTPs 10 mM 
(Invitrogen, Life Technologies), 1 µl de un mix de partidores 10 µM (0,5 µl de cada partidor 
Forward y Reverse), 0,2 µl de Taq polimerasa preparada en el laboratorio con el método descrito 
por Pluthero (1993), X µl de templado (1 a 3 µl) y se completó con un volumen suficiente de 
agua destilada ultrapura (Invitrogen, Life Technologies). Se utilizó un termociclador Veriti® 
96-Well Thermal Cycler (Aplied Biosystems) para correr los programas descritos en la Tabla 2. 
 
Para corroborar la amplificación mediante PCR, se visualizaron los productos mediante 
electroforesis realizadas en geles de agarosa al 1 % en TAE 1X, para fragmentos sobre 1,5 kb 
y al 2,5 % de agarosa para fragmentos menores a 500 pb. 
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Temp. (ºC) Tiempo Ciclos 
  Temp. 
(ºC) 
Tiempo Ciclos 
RT-PCR 
(cDNA) 
Denaturación 95 2 min  PCR Denaturación 95 2 min  
Denaturación 95 30 seg 
35 
Denaturación 95 30 seg 
35 
Tº Alineamiento 60 30 seg Tº Alineamiento 60 30 seg 
Extensión 
72 20 seg 
Extensión 
72 
20 a 90 
seg 
Extensión final 72 4 min  Extensión final 72 4 min  
Modo de espera 18 ∞   Modo de espera 18 ∞  
PCR: 
FLcDNA 
con Taq  
Denaturación 95 2 min  PCR: 
FLcDNA 
con 
Phusion 
Denaturación 98 1 min  
Denaturación 95 30 seg 
35 
Denaturación 98 10 seg  
Tº Alineamiento 60 60 seg Tº Alineamiento 60 60 seg 35 
Extensión 72 2 min Extensión 72 2 min  
Ext. Final 72 4 min  Ext. Final 72 4 min  
Modo de espera 18 ∞  Modo de espera 18 ∞  
Tabla 2:  Condiciones estándar de los programas de amplificación mediante PCR. Se 
muestra el esquema básico de los programas utilizados en los distintos tipos de reacciones de 
PCR (RT-PCR, PCR, PCR con partidores de FLcDNA y Taq polimerasa y PCR con partidores 
de FLcDNA y polimerasa Phusion), cada una de sus etapas (Denaturación, temperatura de 
alineamiento, extensión, extensión final y el modo de espera) con sus respectivos tiempos, 
temperaturas y ciclos utilizados. 
 
8. Clonamiento de los genes VvDXS, VvGES y VvLIS en variedades locales y secuenciación. 
8.1. Identificación de estado con mayor expresión génica. 
Se realizaron reacciones de RT-PCR utilizando los partidores diseñados para qRT-PCR de 
los distintos genes blanco usando el cDNA generado en los distintos estados de desarrollo de 
MoAl1 y CrSe. Una vez identificados los estados en que cada gen podría ser amplificado, se 
hizo un mix de cDNAs para la amplificación del FLcDNA de cada gen, en cada variedad. 
 
8.2. Estandarización de la amplificación de los cDNA de largo completo (FLcDNA). 
Los FLcDNA predichos y anotados para los genes VvDXS04, VvDXS05, VvDXS07, 
VvDXS11, VvGES, VvLISa, VvLISb y VvLISc (la secuencia de cDNA sin intrones) son de un 
largo de 2.414, 2.485, 2.356, 2.479, 1.912, 1.734, 1.755 y 1.639 pb respectivamente. Por otra 
parte, el tamaño de producto esperado al hacer una reacción de PCR utilizando como templado 
gDNA y los partidores para FLcDNA, para los genes VvGES, VvLISa, VvLISb y VvLISc son 
similares (amplificación de intrones y exones de estos genes) al largo esperado de los FLcDNA 
de las isoformas de VvDXS utilizando cDNA como templado (amplificación de exones de estos 
genes). Es por lo anterior que se realizó reacciones de PCR con los partidores para la 
amplificación del FLcDNA de VvGES, VvLISa, VvLISb y VvLISc, utilizando como templado 
gDNA, para estandarizar las condiciones de amplificación para fragmentos cercanos a los 2.500 
pb. Se probó distintas condiciones de amplificación, variando la concentración de magnesio y 
la temperatura y tiempo de alineamiento de los partidores. 
30 
 
 
 
 
8.3. Amplificación de FLcDNAs mediante PCR con polimerasa Phusion (polimerasa de alta 
fidelidad). 
Se utilizó la polimerasa Phusion (New England Biolabs) para la amplificación del cDNA 
de largo completo (FLcDNA) de los genes VvDXS, VvGES y VvLIS, debido a que es una 
polimerasa de alta fidelidad, lo que permite disminuir la posibilidad de que existan mutaciones 
propias a la reacción de PCR al momento de amplificar para clonar los fragmentos a secuenciar. 
Las reacciones de PCR llevadas a cabo con esta enzima fueron realizadas de acuerdo a las 
especificaciones del fabricante y utilizando el protocolo de corrida descrito en la Tabla 2. Cada 
amplificado fue corrido en un gel de agarosa 1 % en TAE para corroborar que fuesen del tamaño 
esperado para cada gen. Los geles fueron fotografiados bajo luz UV con el sistema 
AlphaDigiDoc Pro ®. 
 
8.4. Purificación del producto de PCR. 
A cada reacción de PCR se le agregó 1 volumen de acetato de amonio (7,5 M) y 2 
volúmenes de etanol absoluto (EtOH Abs), luego se incubó a -20 ºC por al menos una hora. 
Luego se centrifugó a 18.800 x g por 30 minutos (4 ºC) y el pellet se lavó con 500 µl de EtOH 
70% (se centrifugó nuevamente a 18.800 x g por 30 minutos). El pellet seco fue resuspendido 
en 10 µl de agua destilada ultrapura (Invitrogen, Life Technologies). Cada producto de PCR 
purificado y resuspendido fue verificado mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 % en 
TAE 1X. Los geles fueron fotografiados bajo luz UV con el sistema AlphaDigiDoc Pro ®. 
 
8.5. Adición de cola de adenina en el extremo 3’ de los productos de PCR. 
Dado que la polimerasa de alta fidelidad no deja colas de adenina en el extremo 3’ de cada 
fragmento amplificado, que permita ligar en el vector pCR8®/GW/TOPO®TA, fue necesario 
agregarlas utilizando el siguiente protocolo: A 7,7 µl de producto de PCR precipitado se le 
agregó 0,5 µl de Taq polimerasa (preparada en el laboratorio), 0,3µl de MgCl2 50 mM (Sigma-
Aldrich), 1 µl de Taq Buffer 10X (Tris HCl 100 mM, KCl 500 mM, pH 8,8) y 0,5 µl de dATP’s 
10mM (Invitrogen, Life Technologies). La mezcla se incubó 5 minutos a 72 ºC en termociclador 
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Aplied Biosystems). 
 
8.6. Clonación de los genes amplificados en el vector pCR8®/GW/TOPO®TA 
Previo a la ligación de los fragmentos de interés al vector pCR8®/GW/TOPO®TA (Life 
Technologies) el producto de PCR con las colas de adeninas ya agregadas se purificó por 
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precipitación con el protocolo descrito en la sección “Purificación del producto de PCR”. El 
producto de PCR se resuspendió en 6 µl de agua destilada ultrapura (Invitrogen, Life 
Technologies). La reacción de ligación se llevó a cabo con 4 µl del producto de PCR, 1 µl de 
solución salina (solución de ligación con el vector) y 1 µl de Vector. La mezcla se incubó por 
16 hrs a 23 ºC en termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Aplied Biosystems) 
manteniendo la tapa del termociclador fría. 
 
8.7. Transformación de células competentes E. coli One Shot® MAX Efficiency® DH5α™-
T1R (Thermo Fisher Scientific). 
A un vial de células quimio competentes de E. coli One Shot® MAX Efficiency® DH5α™-
T1R (Thermo Fisher Scientific) (100 µl) recién salido de -80 ºC se le agregó 4 µl del producto 
de ligación. La mezcla se incubó en hielo por 30 minutos, luego a 42 ºC por 1 minuto y 
nuevamente en hielo por 1 minuto. Para recuperar las células se agregó 250 µl de medio SOC 
(incluido en el kit de las células competentes One Shot® MAX Efficiency® DH5α™-T1R) a 
temperatura ambiente y se incubó 1,5 horas a 37 ºC con agitación a 200 revoluciones por minuto 
(rpm). Luego las células recuperadas se sembraron (100 y 250 µl de las bacterias transformadas) 
bajo campana en placas de LB-agar suplementadas con spectinomicina 10 µg/ml. Las placas se 
incubaron a 37 ºC por 16 hrs y las colonias aisladas fueron repicadas en orden en una segunda 
placa de LB-agar suplementada con spectinomicina. Los repiques se incubaron por 16 hrs a 
37 ºC. 
 
8.8. Selección de clones positivos. 
8.8.1. Chequeo rápido de colonias 
Una porción de cada colonia repicada fue extraída desde las placas LB-agar con una punta 
estéril de 200 µl de micropipeta. Esta se disolvió en 40 µl de buffer de carga (sacarosa al 6% 
con xilencianol) en tubos de 0,6 ml. Se agregó 14 µl de fenol básico: cloroformo (1:1), se 
mezcló con agitador de vórtice por 10 segundos y se centrifugó a 16.500 x g por 5 minutos. 
Finalmente se cargó 30 µl del sobrenadante en un gel de agarosa al 0,8 % en TAE 1X. El gel 
fue corrido a 110 voltios por 60 minutos. Los geles fueron fotografiados bajo luz UV con el 
sistema AlphaDigiDoc Pro ®. 
 
8.8.2. PCR de colonias 
Cada colonia repicada fue tocada con una punta estéril de micropipeta de 200 µl, esta 
porción mínima de colonia se disolvió en 15 µl de agua destilada ultrapura (Invitrogen, Life 
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Technologies). La colonia fue denaturada a 95 ºC por 5 minutos, se mezcló con agitador de 
vórtice por 10 segundos y finalmente se centrifugó a 15.500 xg por 2 minutos. 10 µl de 
sobrenadante fueron separados para realizar el PCR de colonia. La reacción de PCR utilizó 3 
µl del sobrenadante obtenido como templado y los partidores diseñados para la amplificación 
del FLcDNA de cada gen, el resto de las condiciones de PCR se realizó como se describió 
anteriormente (Tabla 2). 
 
8.8.3. Purificación de DNA plasmidial desde bacterias transformadas y verificación de 
plásmidos recombinantes. 
Se inoculó por separado 5 ml de medio LB suplementado con spectinomicina a 10 µg/ml 
con cada colonia identificada como positiva por chequeo rápido y PCR (al menos 6 por gen). 
Se incubó con agitación (200 rpm) a 37 ºC por 16 hrs. La extracción de DNA plasmidial se 
realizó utilizando el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) de 
acuerdo a instrucciones del fabricante. La concentración de los plásmidos se determinó 
mediante espectrofotometría utilizando un Picodrop (Picrodrop Ltd.). Luego los plásmidos 
fueron visualizados en un gel de agarosa al 1 % para corroborar que la extracción de plásmidos 
se haya realizado de manera correcta y que no exista contaminación con gDNA. Los geles 
fueron fotografiados bajo luz UV con el sistema AlphaDigiDoc Pro ®. 
 
8.8.4. Verificación, mediante PCR, y secuenciación de los plásmidos extraídos 
En base a los partidores para amplificar el FLcDNA de cada gen y partidores internos 
diseñados para la secuenciación de cada inserto, se realizó una reacción de PCR utilizando 
como templado una dilución 1:1000 de los plásmidos extraídos, para validar la correcta 
integración de los fragmentos amplificados y ligados. Para los genes VvDXS05 y VvDXS11 se 
utilizó una combinación de los partidores para amplificar el FLcDNA, con partidores internos 
diseñados para qRT-PCR (partidores número 2, sentido y antisentido), lo que permitió 
amplificar el extremo 5’ o el 3’, como se muestra en la Figura 5. Estos partidores internos fueron 
además utilizados para la secuenciación parcial de los fragmentos clonados. 
 
Para la secuenciación de VvLISa se utilizaron únicamente los partidores M13 en sentido y 
antisentido, ya que el largo completo del FLcDNA de este gen es de 1.734 pb y se lograría la 
cobertura completa de la secuencia con ambos partidores. Para la verificación de la ligación por 
PCR se utilizó una combinación de partidores que amplifican el extremo 5’ de la secuencia 
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(compuesto por el partidor sentido de FLcDNA y el partidor antisentido Nº 2) y el extremo 3’ 
(compuesto por el partidor sentido Nº 1 y el partidor anti sentido de FLcDNA). 
 
A 
 
 
 
 
 
 
B 
 
Figura 5: Esquema de los fragmentos esperados al amplificar con los mix de 
partidores 5’ y 3’ de los genes VvDXS05 y VvDXS11. Se muestra el lugar de hibridación 
de los partidores de FLcDNA y de qRT-PCR y el empalme de los exones de las secuencias 
de VvDXS05 (A) y VvDXS11 (B). Los rectángulos azules denotan la región 5’ a amplificar, 
utilizando los partidores sentido del FLcDNA y antisentido Nº 3, y los rectángulos verdes 
denotan la región 3’ a amplificar, utilizando los partidores sentido Nº 1 y antisentido del 
FLcDNA (de cada gen respectivamente). 
 
8.9. Verificación de la direccionalidad de los plásmidos extraídos por PCR y secuenciación 
de los genes aislados y clonados. 
La direccionalidad de los fragmentos ligados fue determinada por PCR, utilizando dos 
parejas de partidores: un primer par con el partidor sentido M13 y el partidor 2R de cada gen y 
un segundo par con el partidor sentido M13 y el partidor 2F de cada gen. De esta manera los 
vectores que posean el FLcDNA ligado en dirección sentido amplificarían únicamente con el 
primer par de partidores, mientras que si se encuentran en antisentido amplificarían únicamente 
con el segundo par de partidores (Figura 6 A y B). 
 
A B 
  
Figura 6: Esquema de PCR para verificar direccionalidad de genes ligados en vector 
pCR8®/GW/TOPO®TA. En verde se esquematiza el fragmento amplificado por PCR y 
clonado. Se utilizó el partidor M13 en sentido en combinación con el partidor interno en sentido 
o antisentido. Si el fragmento clonado está en sentido, éste debería ser amplificado únicamente 
con el par M13 Sentido con partidor interno en antisentido (A) y viceversa (B). La flecha verde 
denota el sentido de la amplificación. 
 
Los plásmidos seleccionados fueron secuenciados por el servicio de secuenciación de 
Macrogen (Korea), se utilizaron con los partidores universales M13 F y R (Tabla 1) y partidores 
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internos número 2 de cada gen F y R, desarrollados para las reacciones de qRT-PCR (Tablas 
suplementarias 1 y 2). 
Seis clones de FLcDNA de VvDXS05 y seis del FLcDNA de VvDXS11 de cada variedad 
fueron elegidos para ser secuenciados. De la misma manera, tres clones de VvLISa fueron 
elegidos por cada variedad (MoAl y CrSe). 
 
9. Caracterización de la secuencia de los genes blanco. 
El ensamble de secuencias se realizó utilizando el programa Geneious versión 7.0.6 
(Kearse et al., 2012) y la secuencia de referencia de cada gen para el ensamble de lecturas 
parciales. Se realizó una corrección manual del ensamble, en relación a la secuencia de 
referencia de cada gen, tomando en cuenta la calidad de lectura de cada nucleótido, la cobertura 
de cada región y se verificó la integridad del marco de lectura. 
 
10. Genotipado mediante análisis de fusión de alta resolución (High Resolution Melting: 
HRM). 
Los polimorfismos de tipo SNPs fueron cuidadosamente revisados para descartar que 
provengan de un error en la secuenciación. En base a los SNPs identificados se diseñaron 
partidores para su identificación mediante reacciones de PCR acopladas a un análisis de fusión 
de alta resolución (High Resolution Melting, HRM). 
Las reacciones de PCR-HRM son una adaptación de las reacciones de qRT-PCR, utilizan 
un fluoróforo que se intercala en el DNA de doble hebra sin embargo, el fluoróforo se encuentra 
en altas concentraciones (a saturación) y no inhibe la reacción de PCR. Después de la etapa de 
amplificación se inicia el análisis de PCR-HRM, en este se incrementa la temperatura de forma 
continua con una rampa de 0,1 % de 65 ºC a 80 ºC. Este incremento de temperatura genera una 
disminución de fluorescencia, esta disminución tiene una curva de decaimiento que es 
específica para cada producto de PCR único. Así, diferencias de un único nucleótido genera 
diferencias de hasta 1 ºC en la temperatura de fusión, lo que permite diferenciar genotipos que 
presentan polimorfismos de tipo SNP. Las mayores diferencias se observan cuando los SNPs 
corresponden a cambios del tipo A<>C, A<>G y sus complementarios. El perfil de fusión 
(Figura 7 A) es normalizado por porcentaje de fluorescencia alineando todos los genotipos 
(Figura 7 B). Luego, se genera una curva derivada (Figura 7 C) que permite determinar la 
temperatura de fusión del producto específico. Finalmente, después de denominar uno de los 
genotipos como base (heterocigoto, por ejemplo), se resta la derivada de la curva de fusión base 
a la derivada de la curva de fusión del otro genotipo (homocigoto en este caso) (Figura 7 D). 
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Así, mediante PCR-HRM es posible determinar el genotipo de individuos que difieren en 
cambios puntuales de tipo SNP. 
En base a las secuencias caracterizadas y los SNPs identificados en los genes de interés en 
las dos variedades de referencia (Moscatel de Alejandría y Crimson Seedless) se diseñaron 
partidores, utilizando la herramienta Primer3 (Untergasser et al., 2012), para el gen VvDXS05 
que amplifique la región que contiene la mutación causal de la sustitución K284N en la proteína 
del gen y que amplifique un producto de ≥ 100 pb. 
 
 
A 
 
  
 
B 
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Figura 7: Imagen representativa del análisis de las curvas de fusión en los ensayos de 
PCR-HRM. Se muestra la curva de fusión obtenida para dos genotipos de VvDXS05 (A), 
heterocigoto en rojo (MoAl) y homocigoto en azul (CrSe); la normalización por porcentaje de 
fluorescencia y el alineamiento de las curvas de fusión (B); La derivada de la curva de fusión 
de los genotipos contrastantes (C); y la resta de la derivada de la curva de fusión del genotipo 
heterocigoto (MoAl) a la derivada de la curva de fusión del genotipo homocigoto (CrSe) (D). 
 
Cada reacción de PCR-HRM se realizó en un volumen final de 20 µl. Como templado se 
utilizó 3 µl de gDNA, una dilución a 5 ng/µl (15 ng de gDNA totales), además 1 µl de mix de 
partidores, 10 µl de mastermix 2X (que contiene 7 mM de Mg y 50 mM del fluoróforo Syto 9, 
Thermo Fisher Scientific) y 6 µl de agua destilada ultrapura (Invitrogen, Life Technologies). 
La reacción se llevó a cabo en el termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System 
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(Applied Biosystems), los parámetros del PCR y de la resolución de la curva de fusión se 
pueden observar en la Tabla 3. 
El protocolo fue optimizado con los progenitores Moscatel de Alejandría y Crimson 
Seedless, posteriormente se realizó el genotipado de variedades adicionales (Pedro Jiménez, 
Moscatel Amarilla, Torontel y Moscatel Rosada) y de la progenie experimental F1 (616 
segregantes del cruzamiento entre Moscatel de Alejandría y Crimson Seedless), como control 
de referencia interno, para la asignación de variantes alélicas, se utilizaron ambos progenitores 
en cada placa de PCR. El análisis de los datos y la conversión de perfiles de fusión de cada 
genotipo fue realizado mediante el programa High Resolution Melting de Applied Biosystems. 
 
11. Cuantificación de linalool y geraniol, mediante Cromatografía de Gases (GC) 
Como apoyo a la identificación y calibración de los equipos del laboratorio, se solicitó al 
Centro de Sabor y Aromas del DICTUC, de la Universidad Católica de Chile, el perfil aromático 
de Crimson Seedless y Moscatel de Alejandría a madurez de cosecha (17 y 16 ºBrix, 
respectivamente). Los análisis de las muestras fueron realizados con un cromatógrafo de gases 
(GC/MS5972) acoplado a un espectrómetro de masas. 
La cuantificación de geraniol y linalool mediante cromatografía gaseosa acoplada a un 
detector de ionización de llama, y el tratamiento de nuestras muestras, se realizó en el 
laboratorio de post cosecha del INIA La Platina, mediante el siguiente protocolo: 
Utilizando un IKA® ULTRA-TURRAX® se homogeneizó 16 g de bayas en 16 ml de 
fluoruro de sodio 2 mM (de grado molecular, Merck). El homogenizado se filtró con cuatro 
capas de gasa y el sobrenadante se centrifugó a 20.000 x g por 20 minutos a 4 ºC. En un tubo 
de tipo Falcon de 50 ml se colocó 1 gr de NaCl (de grado molecular, Merck), 9,8 ml de jugo 
filtrado, 200 µl de estándar interno (1-octanol, Sigma-Aldrich® de grado molecular, a una 
concentración de 1 µl/ml en agua destilada ultrapura) y 10 ml de pentanol (de grado molecular, 
Merck). Se mezcló por agitador de vórtice por un minuto y luego se centrifugó por 2 minutos a 
9.000 x g a temperatura ambiente. Se extrajo 6 ml de la fase pentanólica (sobrenadante) y se 
colocó en un tubo de 15 ml para ser concentrado con un flujo de nitrógeno gaseoso hasta llegar 
a 1,5 ml. Las muestras, traspasadas a un tubo de 2 ml, fueron nuevamente concentradas con un 
flujo de nitrógeno gaseoso, hasta aproximadamente 1 µl de volumen final. Cada muestra fue 
inyectada en un cromatógrafo de gases Clarus 500. Para transformar los picos de metabolitos 
(las áreas bajo la curva) en cantidades absolutas de metabolitos se utilizó una curva de 
calibración hecha en el mismo equipo con distintas concentraciones conocidas de estándares 
comerciales de linalool y geraniol. Sin embargo, la metodología y equipamiento resultaron 
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limitados en su capacidad de diferenciar e identificar los metabolitos de interés de otros 
metabolitos presentes en las muestras analizadas, debido a que los resultados obtenidos 
mediante cromatografía gaseosa acoplada a un detector de ionización de llama generaron 
resultados (Figura suplementaria 1) que no concuerdan con los obtenidos por GC-MS en el 
DICTUC. Por lo que se utilizó el perfil de volátiles obtenido en las dependencias del Centro de 
Sabor y Aromas del DICTUC para los análisis posteriores (asociación entre genotipo, expresión 
génica y contenido de metabolitos). 
Adicionalmente se colaboró con el Laboratorio de Cromatografía, del departamento de 
Agroindustria y Enología de la Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de Chile 
(Campus Antumapu), para la cuantificación de los monoterpenos presentes en muestras de 
CrSe, MoAl2, MoAm, To y PeJi a madures de cosecha (16 a 18 ºBrix). Primero se preparó las 
muestras utilizando el siguiente protocolo: 
1) Se colocó 4 bayas en un tubo Falcon de 50 ml y se dejó descongelar durante una hora. 
2) Se le quitó las semillas, a las muestras que las presentaron, y se trituró las bayas con 
IKA® ULTRA-TURRAX® durante 2 minutos. 
3) Se pesó 3,5 g de muestra en un vial de vidrio de 20 ml con tapa rosca (Vial con número 
de catálogo 093640-036-00, marca Gerstel), se agregó el mismo peso en agua destilada 
ultrapura y se mezcló por agitador de vórtice 1 minuto. 
4) Luego se agregó 10 µl de patrón interno (1-octanol, Sigma-Aldrich® de grado molecular, 
a una concentración de 1µl/ml en agua destilada ultrapura) y se mezcló nuevamente por 
agitador de vórtice 1 minuto. 
 
La medición de los volátiles de nuestras muestras se realizó en un cromatógrafo de gases 
(7890B) acoplado a un detector de masas (5977 de Agilent) y se utilizó una microextracción en 
fase sólida (Solid Phase Micro Extraction: SPME) para la extracción de los volátiles, mediante 
el siguiente protocolo: 
1) Se incubó las muestras por 15 minutos a 500 rpm (45 ºC) en agitador con estufa. 
2) Luego se penetró 30 mm de la muestra con una fibra permeable cóncava (Agilent J&W DB-
WAXetr GC Column, Agilent Technologies) por 30 minutos a temperatura ambiente. 
3) La fibra se puso en el inyector, para su desorción por 3 minutos. 
4) La inyección se realizó en modo spitless (toda la muestra de que se encuentra en la 
membrana entra dentro de la columna), con una temperatura de transferencia de 280 ºC. 
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5) La adquisición de datos se realizó en el modo Scan con un rango de masas de 35 a 300 m/z 
(las partículas se dirigen al detector, variando un campo eléctrico en base al cociente 
masa/carga: m/z). 
6) Se comenzó la rampa de temperatura, usada en el horno, a 35 ºC durante 1 minuto, luego la 
temperatura fue subida, a razón de 4,5 ºC por minuto, hasta alcanzar 130 ºC y se mantuvo 
por 3 minutos. A continuación, se subió la temperatura hasta alcanzar 180 ºC, con una rampa 
de 2,5 ºC por minuto, y se mantuvo por 1 minuto. Finalmente se subió la temperatura hasta 
230 ºC, con una rampa de 5 ºC por minuto, y se mantuvo por 1 minuto. 
 
Los datos obtenidos en el Laboratorio de Cromatografía fueron comparados a los obtenidos 
por Agosin (1995). Este autor analiza, mediante GC-MS, la concentración de geraniol, linalool 
y nerol (entre otros volátiles) de las variedades Torontel, Pedro Jiménez, Moscatel Amarilla y 
Moscatel de Alejandría en muestras, a madurez de cosecha (16 a 18 ºBrix), obtenidas en el 
mismo centro experimental de donde provienen nuestras muestras (Vicuña, Región de 
Coquimbo, INIA Intihuasi) 
 
12. Análisis organoléptico en la población experimental Crimson Seedless x Moscatel de 
Alejandría. 
El análisis organoléptico de la progenie experimental F1, resultante de la cruza entre 
Crimson Seedless y Moscatel de Alejandría, se realizó mediante un panel sensorial no entrenado 
(o un panel sensorial mixto, pero nos referiremos a este como “panel no entrenado”). Este panel 
fue compuesto por ocho personas: dos personas entrenadas formalmente en análisis sensoriales 
(del INIA La Platina) y seis personas sin un entrenamiento previo. 
Cada evaluador probó entre 1 y 4 bayas de cada segregante (con 16 % de SS, seleccionadas 
por densidad de baya: Ver sección “Material Vegetal” de materiales y métodos) y calificó en 
una tabla los atributos organolépticos (aroma moscatel, Neutro u otro). En caso de diferencias 
muy contrastantes en la apreciación de los evaluadores se limpió el paladar (con agua y galletas 
de agua sin sal, “agua light” marca Costa) y se reiteró la evaluación de las muestras. 
Previo a la degustación las bayas, estas fueron almacenadas a 4 ºC por al menos dos horas 
y se las dejó temperar (a temperatura ambiente) por diez minutos, realizándose cada análisis 
con bayas a 10 ºC aproximadamente. Y cuando fue necesario se utilizó los parentales (Crimson 
Seedless y Moscatel de Alejandría) como controles y para calibrar a los evaluadores. 
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13. Cuantificación de la acumulación de transcritos mediante RT-PCR en tiempo real (qRT-
PCR). 
Los ensayos de qRT-PCR se realizaron para cuantificar la acumulación de transcritos de 
las principales formas o alelos de los genes VvDXS, VvGES y VvLIS, la acumulación fue 
normalizada contra el gen de referencia, validado en Vitis vinífera, Complejo-T de la proteína 
1 β (TCPB) (González-Agüero et al., 2013). Los partidores descritos por González-Agüero et 
al. (2013), se modificaron en el laboratorio para que sea más compatible con las rutinas del 
grupo de trabajo (tamaño y temperatura de alineamiento óptima de partidores), detalles de los 
partidores de VvTCPB utilizados están en la Tabla 1. 
Estos ensayos fueron analizados utilizando el método del ∆∆Ct, descrito más abajo 
(sección “Determinación de la acumulación relativa de transcritos”). Para los análisis 
estadísticos se utilizó el programa StatGraphics Centurion XV para determinar la existencia de 
diferencias significativas, o asociaciones entre cada estado de desarrollo, analizado dentro de 
cada variedad y entre variedades. Para determinar la significancia estadística se utilizó un 
ANOVA y un análisis de varianza múltiple. 
Cada uno de los estadios de desarrollo en nuestras distintas variedades de estudio fue 
determinado utilizando cuatro réplicas biológicas y en cada caso debieron presentar 
concordancia en al menos tres de las cuatro réplicas biológicas para que los datos obtenidos se 
consideraran como consistentes para nuestros análisis. Adicionalmente, utilizamos tres réplicas 
técnicas por cada una de nuestras réplicas biológicas y sólo consideramos como dato válido a 
aquellas réplicas biológicas que poseían al menos dos réplicas técnicas con un amplificado 
único y con una curva de fusión acorde a lo esperado (peak único y con una temperatura de 
fusión cercana a la calculada) para el amplificado de cada gen (previamente estandarizado y 
corroborado con geles de agarosa). 
 
13.1. Determinación de la eficiencia de los partidores 
Para determinar la eficiencia de los partidores se realizó una curva estándar de acuerdo a 
Pfaffl (2001). Las reacciones de PCR se hicieron utilizando los partidores diseñados para qRT-
PCR de cada gen, utilizando como templado cDNA sintetizado como se describió 
anteriormente. Los productos de PCR se purificaron desde geles de agarosa utilizando el kit de 
purificación de bandas QiaEX II (Qiagen). 
Los productos de PCR purificados fueron sometidos a cinco diluciones seriadas 1:10 desde 
una dilución inicial de 1:100, estas se utilizaron como templado en una reacción de qRT-PCR 
en el termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando 
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un mastermix de qRT-PCR fabricado en el laboratorio (utilizando el protocolo descrito por 
Karsai et al., 2002). El mastermix contiene Taq polimerasa de fabricación propia y buffer de 
PCR como se describió más arriba para las reacciones de PCR, dNTPs (Invitrogen, Life 
Technologies), ROX (Invitrogen, Life Technologies) como fluoróforo pasivo y SybrGreen 
(Invitrogen, Life Technologies) como fluoróforo activo. Cada reacción se realizó en un volumen 
final de 20 µl, utilizando 10 µl de mastermix 2X, 3 µl de cDNA diluido 1:3 en agua destilada 
ultrapura, 1µl de mix de partidores de qRT-PCR y 6 µl de agua destilada ultrapura (Invitrogen, 
Life Technologies). Se utilizó el protocolo de corrida correspondiente a los ensayos de qRT-
PCR de cada gen especificados en la Tabla 3 (protocolo “rápido” para los fragmentos de las 
isoformas de VvDXS y protocolo extendido para los fragmentos de las VvTPSs y VvTCPB). Se 
calculó la eficiencia para dos a tres pares de partidores de cada gen de estudio, en base a la 
misma y el perfil de producto único se seleccionó las parejas de partidores para los ensayos de 
qRT-PCR (Tabla 6). Los cálculos, entregados por el programa StepOne Software v2.3 provienen 
de la pendiente de la curva obtenida al graficar el ciclo umbral (Ct) de cada dilución en relación 
al número de dilución, mediante la siguiente fórmula: E = 10 [-1/pendiente]. 
 
13.2. Ensayos de qRT-PCR 
Para estos ensayos se utilizó cDNA sintetizados a partir del RNA extraído en cada estado 
de desarrollo de las distintas variedades de estudio como templado (diluido 1:3) y se utilizaron 
cuatro réplicas biológicas por punto de muestreo, y tres réplicas técnicas por cada réplica 
biológica. El detalle de la reacción, insumos, reactivos y equipamiento se realizó de acuerdo a 
lo descrito en el punto anterior. 
 
Se utilizaron dos protocolos de corrida para los ensayos de qRT-PCR (Tabla 3): 
 Protocolo “rápido”. qRT-PCR compuesto por 40 ciclos de dos pasos: 3 segundos de 
denaturación a 95 ºC y 30 segundos de alineamiento/extensión a 60 ºC 
 Protocolo extendido. qRT-PCR compuesto por 40 ciclos de tres pasos: 30 segundos de 
denaturación a 95 ºC, 30 segundos de alineamiento a 60 ºC y 30 segundos de extensión a 
72 ºC. 
 
Los genes VvTPSs y VvTCPB fueron analizados por el protocolo extendido, debido a que 
presentaron múltiples picos en la curva de fusión al ser analizados mediante el protocolo 
“rápido” (posible presencia de productos inespecíficos). 
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  Temperatura (ºC) Tiempo Ciclos 
qRT-PCR “Rápido”: 
VvDXS04 
VvDXS05 
VvDXS07 
VvDXS11 
Denaturación 95 20 seg  
Denaturación 95 3 seg 
40 
Tº Alineamiento y extensión 60 30 seg 
Curva de fusión 65 1 min  
Rampa (+0,3%) → 80   
qRT-PCR Extendido: 
VvGES 
VvLISa 
VvLISb 
VvLISc 
VvTCPB 
Denaturación 95 10 min  
Denaturación 95 30 seg 
40 Tº Alineamiento 60 30 seg 
Extensión 72 30 seg 
Curva de fusión 65 1 min  
Rampa (+0,3%) → 80   
HRM Denaturación 95 3 min  
Denaturación 95 5 seg 
40 
Tº Alineamiento y extensión 60 30seg 
Denaturación final 95 15 seg  
Curva de fusión 65 1 min  
 Rampa (+0,1%) → 80   
Tabla 3:  Condiciones de PCR utilizadas en reacciones de qRT-PCR y PCR-
HRM. En cada caso se especifica el programa de corrida para cada ensayo (qRT-
PCR “rápido” o extendido y PCR-HRM), cada una de sus etapas (denaturación, 
temperatura de alineamiento, temperatura de alineamiento/extensión y curva de 
fusión) con sus respectivos tiempos, temperaturas y ciclos utilizados. Las curvas 
de fusión poseen una temperatura inicial (65 ºC) y una rampa de aumento de 
temperatura (+0,1 % o +0,3 %) hasta llegar a los 80 ºC (el tiempo que tarda la 
curva de fusión en realizarse varía entre 20 a 40 minutos según la rampa utilizada 
en cada caso). Adicionalmente se muestra los genes analizados mediante el 
protocolo de qRT-PCR “rápido” y extendido. 
 
13.3. Determinación de la acumulación relativa de transcritos. 
Los resultados obtenidos de los experimentos de qRT-PCR se analizaron primero con el 
programa StepOne Software v2.3 para analizar los perfiles de expresión, el umbral de detección 
de fluorescencia, las curvas de fusión y la validéz general de los datos obtenidos. Luego, con 
los datos revisados, se utilizó una modificación del método del delta-delta CT (Livak & 
Schmittgen, 2001) descrita por Pfaffl (2001). Este método toma en cuenta el uso de un 
calibrador que permite comparar todas las muestras entre si, con otras corridas, o con una 
referencia en el caso de comparar tratamientos, por ejemplo. Además del calibrador, el método 
toma en cuenta la eficiencia de cada par de partidores utilizados lo que permite normalizar la 
expresión génica con un gen de expresión constitutiva y estable pero cuyos partidores presenten 
una eficiencia diferente. Como calibrador se utilizó el promedio de Ct de todas las muestras 
analizadas para cada gen. La expresión relativa (al gen de VvTCPB) de cada gen, se calculó 
utilizando la siguiente ecuación: 
Razón = 
(Egen objetivo) * e^ (Ct gen objetivo – Ct calibrador gen objetivo) 
(Egen normalizador) * e^ (Ct normalizador – Ct calibrador normalizador) 
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Donde “E” es la eficiencia de cada par de partidores, “Ct calibrador” es el Ct promedio de 
cada gen (en todas las variedades y estados de desarrollo), Ct gen es el Ct en que fue detectado 
el gen blanco y Ct normalizador es el Ct en que fue detectado el gen normalizador (TCPB) 
En base a esta metodología de análisis de expresión génica, en una primera etapa se 
caracterizó la cinética, a lo largo del proceso de maduración de la vid, de acumulación de 
transcritos en dos variedades contrastantes: Moscatel de Alejandría y Crimson Seedless. Esto 
se realizó con muestras provenientes de una temporada (2012 - 2013). En una segunda etapa 
(temporada 2014) se analizaron cuatro variedades para ampliar el rango de estudio y validar los 
resultados obtenidos en la primera temporada. 
 
14. Análisis estadístico. 
Los niveles de acumulación de transcritos fueron comparados entre estados, entre 
variedades y entre genotipos mediante un análisis de varianza múltiple (ANOVA) utilizando el 
programa StatGraphics Centurion XV y se determinó si existían diferencias estadísticamente 
significativas mediante la prueba de comparación múltiple de LSD (Least Significant Different 
Test) con un pvalue ≤ 0,05. 
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Resultados 
 
1. Parámetros fisiológicos de muestreo. 
Debido a la arquitectura de la planta y del racimo que genera una gran variabilidad entre 
las bayas y racimos muestreados se adoptó una estrategia que permite contar con muestras 
comparables entre variedades y estados de desarrollo (ver sección “Material vegetal”, en 
Materiales y métodos). El método de selección por densidad de bayas, nos permitió obtener 
muestras equivalentes en el estado de desarrollo para el segundo periodo de cosecha (Figura 
suplementaria 2) 
Se realizaron siete muestreos en cada una de las dos temporadas analizadas. Sin embargo, 
a pesar del gran número de muestreos, debido a la heterogeneidad entre las variedades 
estudiadas, entre racimos y las bayas cosechadas se obtuvieron únicamente tres estados de 
desarrollo comparables (Tabla 4). Para las muestras de la segunda temporada se obtuvieron 
cuatro estados de desarrollo comparables entre sí (Tabla 4). 
 
 Año 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 %SS 
Crimson Seedless 
(CrSe) 
2012 a 
2013   0 0 0 0  0 0 0 0 0  0 0 0  
Moscatel de 
Alejandría (MoAl1) 
2012 a 
2013 
  0 0 0  0 0 0 0 0  0 0 0 0  
Moscatel de 
Alejandría (MoAl2) 
2014 0 0 0  0 0 0  0 0 0  0 0 0   
Moscatel Amarilla 
(MoAm) 
2014 0 0 0  0 0 0  0 0 0  0 0 0   
Pedro Jiménez  
(PeJi) 
2014 0  0 0 0 0 0  0 0 0 0 0  0   
Torontel  
(To) 
2014 0 0 0  0 0 0 0 0  0 0 0  0   
Tabla 4:  Estados de vid muestreados y homogenizados por contenido total de sólidos 
solubles en temporadas 2012-2013 y 2014. Las muestras fueron tomadas en 2012 – 2013 y 
en 2014, en Vicuña IV región excepto Crimson Seedless en la V región. Las muestras fueron 
homogenizadas por sólidos solubles (% SS) mediante una refractometría (método destructivo) 
en la primera temporada y mediante densidad de bayas (método no destructivo) en la segunda 
temporada. Se denota con un “” aquellos estados de desarrollo que presentan muestra 
suficiente para realizar todos los ensayos moleculares y con un “0” aquellós que no. Y se 
encierra en cuadros los estados de desarrollo que definimos como comparables. 
 
2. Identificación de las secuencias para VvDXS, VvGES y VvLIS y desarrollo de partidores. 
Como se mencionó anteriormente, se encontró que además del gen que codifica para una 
VvDXS, asociada mediante QTLs al aroma moscatel, posicionada en el cromosoma 5 del 
genoma de la vid, existen otras tres isoformas de este gen en los cromosomas 4, 7 y 11. Se hará 
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referencia a cada uno de estos genes como VvDXS04, VvDXS05, VvDXS07 y VvDXS11 
respectivamente, donde el número denota el cromosoma al que pertenece cada isoforma. 
El alineamiento múltiple de las cinco secuencias de VvDXS, (la obtenida desde Genoscope 
y las cuatro obtenidas desde Flagdb++) indica que la secuencia de VvDXS05 obtenida desde 
Genoscope como la obtenida desde Flagdb++ son la misma, y que las otras tres secuencias 
codifican para transcritos predichos de largo similar al de VvDXS05 (entre 2,3 y 2,5 kb). Este 
análisis, también nos reveló que VvDXS04, VvDXS07 y VvDXS11 presentan un 60, 75 y 72 % 
de identidad con VvDXS05 respectivamente. La elevada pero variable identidad entre las 
diferentes VvDXS indicaría que las 4 secuencias identificadas podrían tener una función similar, 
por lo que se decidió trabajar con las cuatro isoformas de VvDXS. La búsqueda por homología 
BLASTP identificó tres dominios conservados presentes en los cuatro genes: un dominio 1-
desoxixilulosa-5-fosfato sintasa en el extremo amino terminal, un dominio de unión de 
pirimidinas y un dominio transcetolasa en el extremo carboxilo terminal (Figura 8). Además de 
compartir los mismos dominios, las cuatro isoformas de VvDXS también comparten la 
secuencia aminoacídica que puede presentar la sustitución K284N responsable del aumento en 
la eficiencia catalítica de VvDXS05 (Figura 8), sugiriendo nuevamente que estas cuatro 
isoformas podrían poseer una función similar. 
 
 
Figura 8:  Alineamiento de las secuencias aminoacídicas predichas para los genes 
VvDXS04, VvDXS05, VvDXS07 y VvDXS11. Se muestra el resultado parcial de la búsqueda 
por BLASTP de VvDXS05 contra la base de datos “non-redundant protein sequences” de NCBI 
y los diferentes dominios proteicos identificados para la secuencia de la proteína de este gen 
(estos dominios también se encontraron en las versiones parálogas VvDXS04, VvDXS07 y 
VvDXS11, datos no mostrados) (A). Alineamiento múltiple, generado por Geneious versión 
7.0.6 (Kearse et al., 2012), de las secuencias aminoacídicas predichas para los genes VvDXS04, 
VvDXS05, VvDXS07 y VvDXS11 (B). Los colores representan las propiedades aminoacídicas 
de cada residuo, según la clasificación de ClustalW. Se muestra, con un ovalo naranja, la 
posición donde se genera la sustitución K284N en la versión mutada de VvDXS05. 
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Dado que se ha sido descrito que los monoterpenos se sintetizan a partir del GPP generado 
por la vía de MEP cloroplástica se analizaron las secuencias aminoacídicas predichas para estos 
genes, con cinco programas bioinformáticos de predicción de péptidos señal (SLP-Local: 
Matsuda et al., 2005; SLPFA: Tamura & Akutsu, 2007; BaCelLo: Tamura & Akutsu, 2007; 
TargetP 1.1: Emanuelsson et al., 2000; y PrediSi: Hiller et al., 2004), para determinar la posible 
presencia de un péptido de destinación a cloroplastos. Se obtuvo que para VvDXS07, VvDXS04, 
VvDXS11 y VvDXS05 el 40, 60, 60 y 100 % respectivamente, de los programas utilizados 
identificó la posibilidad de que estas secuencias posean un péptido de destinación a 
cloroplastos. Dado que es posible que todas las isoformas puedan presentar un péptido de 
destinación a cloroplastos (además del hecho que presentan los mismos tres dominios proteicos 
y puedan, por lo tanto, poseer una función similar), se desarrollaron partidores para los cuatro 
genes (Figura 9 A, B, C y D y Tabla suplementaria 2). 
 
Como se mencionó con anterioridad, la determinación de las secuencias de VvGES y VvLIS 
se basó en el artículo de Martin et al. (2010). Se identificaron catorce secuencias que 
presentaron homología con linalool sintasa de Arabidopsis y tres secuencias que presentaron 
homología con geraniol sintasa de Arabidopsis. Martin et al. (2010), describieron que los genes 
de TPSs, en el genoma de la vid, están altamente repetidos en tándem. En el genoma de 
referencia (Pinot Noir PN40024), las tres secuencias analizadas de VvGES y las 14 secuencias 
de VvLIS, se diferenciaban entre ellas por polimorfismos puntuales de tipo SNPs, lo que 
dificulta el diseño de partidores específicos para analizar la expresión génica específica de cada 
individuo. En base a la identidad nucleotídica se definieron cuatro grupos: VvLISa, compuesto 
por las secuencias VvTPS56 y VvTPS65 (Figura 10 A); VvLISb, conformado por las secuencias 
VvTPS54, VvTPS55, VvTPS59, VvTPS60, VvTPS64 y VvTPS66 (Figura 10 B); VvLISc, 
compuesto por VvTPS57, VvTPS53, VvTPS58, VvTPS61, VvTPS62 y VvTPS63 (Figura 10 C); 
y VvGES, conformado por las secuencias VvTPS51, VvTPS52 y NEW17.1 (Figura 11). 
 
3. Diseño de partidores en base a las secuencias de referencia para los genes de VvDXS, 
VvGES y VvLIS. 
Las especificaciones de los partidores diseñados se encuentran en las Tablas suplementarias 
1 y 2. Se diseñaron los partidores para que la temperatura teórica de alineamiento de cada 
partidor fuera de 60 ºC, los cálculos se realizaron con Primer3 (Untergasser et al., 2012) 
utilizando los parámetros descritos por SantaLucia (1998) incluidos en el programa Geneious 
versión 7.0.6 (Kearse et al., 2012). Luego, la temperatura fue ajustada experimentalmente 
cuando fue necesario. 
47 
 
 
 
A: cDNA predicho para VvDXS04 
 
 
B: cDNA predicho para VvDXS05 
 
 
C: cDNA predicho para VvDXS07 
 
 
D: cDNA predicho para VvDXS11 
 
Figura 9:  Estructura de la secuencia nucleotídica de los cDNA predicho para los genes VvDXS04 (A), VvDXS05 (B), VvDXS07 (C) y 
VvDXS11 (D). En cada caso se muestra una franja celeste con el marco de lectura abierto predicho por el programa Geneious versión 7.0.6 (Kearse 
et al., 2012), la numeración superior corresponde a los nucleótidos del mensajero y la numeración inferior corresponde a la numeración del gen 
(previo al empalme de exones). Cada caja gris con sentido hacia la derecha representa un exón diferente. La posición en la que fueron diseñados lo 
partidores sentido y antisentido se denota con un triángulo verde oscuro y verde claro, respectivamente. También se especifica el nombre de cada 
partidor. El triángulo naranja muestra la posición donde puede ocurrir la mutación de tipo SNP que genera la sustitución K284N en la proteína de 
VvDXS05. 
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A 
 
  
B 
 
  
C 
 
Figura 10: Alineamiento de las secuencias nucleotídicas del transcrito predicho para los genes que codifican para VvLIS. En cada caso se 
observa una franja superior negra, que representa el consenso de las secuencias VvTPS56 y VvTPS65 (A); VvTPS54, VvTPS55, VvTPS59, VvTPS60, 
VvTPS64 y VvTPS66 (B); y VvTPS57, VvTPS53, VvTPS58, VvTPS61, VvTPS62 y VvTPS63 (C). Al lado del nombre de cada secuencia, entre 
paréntesis, se muestra el código de acceso de Genoscope. La segunda franja denota la identidad nucleotídica de cada secuencia, mostrándose en 
verde claro cuando existe un 100% de identidad, en amarillo cuando existe más de un 50% de identidad y en rojo cuando existe menos de un 50% 
de identidad nucleotídica entre las secuencias. Adicionalmente se muestra la región donde fueron diseñados los partidores sentido (verde oscuro) y 
antisentido (verde claro) y cada caja gris con sentido hacia la derecha representa un exón diferente. 
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Figura 11: Alineamiento de las secuencias nucleotídicas del transcrito predicho para los genes que codifican para VvGES. La franja superior 
negra representa el consenso de las secuencias VvTPS51, VvTPS52 y NEW17.1. Al lado del nombre de cada secuencia, entre paréntesis, se muestra 
el código de acceso de Genoscope. La segunda franja denota la identidad nucleotídica de cada secuencia, mostrando en verde claro cuando existe 
un 100% de identidad, en amarillo cuando existe más de un 50% de identidad y en rojo cuando existe menos de un 50% de identidad nucleotídica 
entre las secuencias. Adicionalmente, se muestra la región donde fueron diseñados los partidores sentido (verde oscuro) y antisentido (verde claro) 
y cada caja gris con sentido hacia la derecha representa un exón diferente. 
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4. Extracción de DNA desde hojas y bayas de vid: 
La extracción de DNA fue realizada utilizando bayas de las variedades de estudio y hojas 
de los segregantes de la progenie experimental. El DNA extraído fue cuantificado mediante 
flurometria, kit Qubit (Qubit™ RNA Assay Kit, Invitrogen, Life Technologies). Las razones de 
absorbancia 260/280 y 260/230 se determinaron mediante espectrofotometría (Picodrop Ltd.). 
Se muestra una imagen representativa de las extracciones de DNA desde hojas (Figura 12) y 
una desde bayas (Figura 13). 
 
 
Figura 12:  Imagen representativa de las extracciones de DNA 
utilizando el protocolo modificado de Lodhi (1994) desde hojas de vid. 
Se observa las extracciones, en duplicado, de gDNA desde hojas de vid de 
distintos segregantes del cruzamiento Moscatel de Alejandría x Crimson 
Seedless, cada número corresponde a un segregante único. El gel fue corrido 
en agarosa al 0,8 % por 40 min a 90 V en TAE 1X. Se utilizó la regla de peso 
molecular GenRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 
 
 
Figura 13:  Imagen representativa de las extracciones de DNA desde 
bayas maduras utilizando el protocolo modificado de Lodhi (1994). Se 
observa el DNA genómico extraído de las variedades Moscatel Amarilla 
(MoAm), Pedro Jiménez (PeJi) y Torontel (To), además de la concentración 
de cada muestra, determinada por fluorometria (Qubit) y las razones de 
absorbancia 260/280 y 260/230, medidas con Picodrop. El gel fue corrido en 
agarosa al 0,8 % por 50 min a 90 V en TAE 1X. Se utilizó la regla de peso 
molecular GenRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 
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5. Extracción y verificación de integridad de RNA total desde bayas de vid. 
Las extracciones de RNA total fueron realizadas desde bayas a distintos estados de 
desarrollo de las variedades Moscatel de Alejandría, Crimson Seedless, Moscatel Amarilla, 
Pedro Jiménez y Torontel, utilizando el método descrito en la sección de Materiales y Métodos 
(“Extracción y verificación de integridad de RNA total desde bayas de vid”). Después de cada 
extracción, cuantificación por fluorimetría y análisis de contaminantes por espectrofotometría, 
1 µg de cada muestra (o un máximo de 10 µL) fue visualizado por electroforesis en un gel de 
agarosa denaturante para observar la integridad de las bandas de RNA ribosomales 28S y 18S 
(Figura 14). Las muestras se almacenaron a -80 ºC hasta su uso. 
 
 
Figura 14:  Imagen representativa del análisis de calidad de los RNAs extraídos 
mediante visualización de integridad de los RNA ribosomales 18S y 28S. Las muestras 
provinieron de la primera temporada de cosecha de Moscatel de Alejandría y Crimson 
Seedless. Se muestra el resultado obtenido en diferentes fechas de cosecha (3ra, 4ta, 5ta, 6ta 
o 7ma), el segundo dígito indica la réplica biológica extraída. Así, por ejemplo, la muestra 
7,4 corresponde al RNA extraído la cuarta réplica biológica de una muestra cosechada en la 
séptima fecha de la primera temporada del muestreo de Moscatel de Alejandría. Bajo cada 
carril se muestra la concentración del RNA extraído. En cada carril se cargó 1 µg de RNA 
en un volumen final máximo de 10 µl. El gel fue corrido en gel de agarosa al 1,5 % con 
formaldehído por 40 min a 80 V en MOPS 1X. 
 
6. Síntesis de cDNA y verificación de calidad. 
La síntesis de cDNA y posterior RT-PCR se realizó de acuerdo a los protocolos descritos 
en la sección de Materiales y Métodos (“Síntesis de cDNA y verificación de calidad”) utilizando 
los partidores VvTCPB04 (Figura 15). En aquellas muestras que no se obtuvo amplificado o se 
obtuvo un amplificado tenue se repitió el RT-PCR y cuando el amplificado poseía una banda de 
tamaño similar a la del control positivo (realizado con gDNA como templado) se realizó una 
nueva síntesis de cDNA. 
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Figura 15:  Imagen representativa de la comprobación de síntesis de cDNA. Las 
muestras provinieron de la primera temporada de cosecha de Moscatel de Alejandría y 
Crimson Seedless. Se muestra el resultado obtenido en diferentes fechas de cosecha (3ra, 
4ta, 5ta, 6ta o 7ma), el segundo dígito indica la réplica biológica extraída. Así, por ejemplo, 
la muestra 7,4 corresponde al cDNA sintetizado a partir de RNA extraído la cuarta réplica 
biológica de una muestra cosechada en la séptima fecha de la primera temporada del 
muestreo de Moscatel de Alejandría. Cada reacción utilizó 1µl del cDNA, como control 
positivo se utilizó gDNA de Moscatel de Alejandría y como control negativo (C-) agua 
destilada ultrapura (Invitrogen). Se observa que utilizando los partidores VvTCPB 04 las 
bandas obtenidas al utilizar cDNA como templado generan una banda de tamaño esperado 
de 200 pb (flecha verde) mientras que el control positivo que utiliza gDNA como templado 
genera una banda del tamaño esperado de 400 pb (flecha roja). El gel fue corrido en agarosa 
al 2 % por 35 min a 110 V en TAE 1X. Se utilizó una regla de peso molecular diseñada en 
el laboratorio mediante PCR (con bandas de 500, 400, 300, 200 y 100 pb). 
 
7. Clonamiento de los genes de VvDXS, VvGES y VvLIS en variedades locales. 
7.1. Identificación de estadio de expresión óptimo para amplificar y clonar cDNA completos. 
Con el propósito de caracterizar las secuencias de VvDXS y VvLIS que codifican para las 
principales enzimas posiblemente involucradas en la síntesis del aroma tipo Moscatel, se 
amplificaron los genes mediante RT-PCR con partidores diseñados para amplificar cada gen 
desde el codón de inicio hasta el codón de término. Con el propósito de maximizar la captura 
de cDNAs de largo completo se ensayó mediante RT-PCR con partidores diseñados para qRT-
PCR para identificar los estados de desarrollo en que más se expresan los transcritos de cada 
gen blanco. 
Para los genes VvDXS04, VvDXS05, VvDXS07 y VvDXS11 se determinó que la mayor 
acumulación de transcritos se detectó en muestras obtenidas en el segundo y sexto muestreo 
(Figura 16). Para los genes de VvTPSs se determinó que los estados de desarrollo que 
permitirían una mayor facilidad de amplificación del FLcDNA, fueron los estados: 1 en MoAl1 
y CrSe para VvGES; 1 en MoAl1 y 2 en CrSe para VvLISa; 1 y 4 en MoAl1 y 5 en CrSe para 
VvLISb; y 2 en CrSe para VvLISc (Figura 17). 
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Figura 16:  Imagen representativa de la identificación de los estados de 
desarrollo que presentan mayor acumulación de transcritos para las 
isoformas de VvDXS. Los estados de desarrollo se analizaron mediante RT-
PCR con partidores de qRT-PCR y utilizando 1 µL de cDNA de las variedades 
contrastantes Moscatel de Alejandría (MoAl1) y Crimson Seedless (CrSe) 
como templado. Se muestran los estadíos y las réplicas que presentaron una 
mejor amplificación de los genes VvDXS04 (A), VvDXS05 (B), VvDXS11 (C) 
y VvDXS07 (D), denominados N,n. Donde N representa el número de la fecha 
de cosecha (2ra o 6ta fecha de muestreo) y n representa el número de la réplica 
biológica (en cada caso la amplificación se realizó utilizando los mix de 
partidores Nº 2 y se obtuvo un fragmento de tamaño esperado de 200 pb, flecha 
verde). El gel fue corrido en agarosa al 2% por 50 min a 100 V en TAE 1X. Se 
utilizó una regla de peso molecular diseñada en el laboratorio mediante PCR 
(con bandas de 500, 400, 300, 200 y 100 pb). 
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Figura 17:  Imagen representativa de la identificación de los estados de desarrollo 
que presentan mayor acumulación de transcritos para los genes VvGES, VvLISa, 
VvLISb y VvLISc. Los estados de desarrollo se analizaron mediante RT-PCR con 
partidores de qRT-PCR y con el cDNA de las variedades contrastantes Moscatel de 
Alejandría (MoAl1) y Crimson Seedless (CrSe) como templado. Se muestran los 
estadíos y las réplicas que presentaron una mejor amplificación de los genes 
VvDXSGES (A), VvLISa (B), VvLISb (C) y VvLISc (D), denominados N,n. Donde N 
representa el número de la fecha de cosecha (1ra a 7ma fecha de cosecha) y n 
representa el número de la réplica biológica (en cada caso la amplificación se realizó 
utilizando los mix de partidores Nº 2 y se obtuvo un fragmento de tamaño esperado de 
200 pb, flecha verde). El gel fue corrido en agarosa al 2% por 50 min a 100 V en TAE 
1X. Se utilizó una regla de peso molecular diseñada en el laboratorio mediante PCR 
(con bandas de 500, 400, 300, 200 y 100 pb). 
 
7.2. Amplificación de FLcDNA. 
Una vez definidos los estadios de desarrollo en los cuales se podría amplificar con mayor 
facilidad los FLcDNA de los genes blanco, se optimizaron las condiciones de PCR para 
maximizar su amplificación (considerando la dificultad que implica la amplificación de 
secuencias cercanas a los 2.500 pb). 
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Dado que el cDNA sintetizado es un reactivo limitante se contempló la utilización de gDNA 
y los partidores de FLcDNA para los genes VvGES, VvLISa, VvLISb y VvLISc. Si bien la 
amplificación desde gDNA incluye intrones que incrementan el tamaño del fragmento a 
amplificar (desde unos 1,7 Kb hasta 2,6 Kb), esta prueba está orientada a probar el alineamiento 
y amplificación con los partidores seleccionados de secuencias cercanas a los 2,5 Kb (como lo 
son los FLcDNA de VvDXS05 y VvDXS11 sin intrones). 
Se mejoró la amplificación de la secuencia completa de los genes VvGES, VvLISa, VvLISb 
y VvLISc, desde gDNA y utilizando los partidores diseñados para la amplificación del FLcDNA, 
al aumentar el tiempo de alineamiento de los partidores de 30 a 60 segundos (Figura 18). 
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Figura 18:  Optimización, en temperatura y tiempo de alineamiento de partidores, de 
reacciones de PCR para aislar los FLcDNA de los genes VvLISa, VvLISb, VvLISc y 
VvGES. Como templado se utilizó 1 µL de DNA genómico. Se ensayaron tres distintas 
temperaturas de alineamiento (60, 62 y 64 ºC) con 30 y 60 segundos de alineamiento de los 
partidores (A y B, respectivamente). En cada gen se observa que se obtuvo un amplificado de 
tamaño cercano al esperado, utilizando los partidores de FLcDNA y gDNA como templado, 
2.700 pb para VvGES, 2.300 pb para VvLISa, 3.100 pb para VvLISb y 2.700 pb para VvLISc. 
Los controles negativos de cada condición se muestran en la figura (C). El gel fue corrido en 
agarosa al 2 % por 50 min a 100 V en TAE 1X, se utilizó la regla de peso molecular de 1kb 
(GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas). 
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Posteriormente se amplificó el FLcDNA de VvDXS05 desde cDNA, proveniente de los 
estados 2 y 6, con Taq polimerasa con una temperatura y tiempo de alineamiento de partidores 
de 60 ºC y 60 segundos respectivamente. Si bien se obtuvo un producto del tamaño esperado, 
no fue una amplificación de producto único (Figura 19 A), por lo que se realizó un gradiente de 
temperatura para disminuir la amplificación inespecífica (Figura 19 B). Finalmente se logró 
obtener un producto amplificado único utilizando las condiciones descritas, con polimerasa de 
alta fidelidad. 
 
A B 
 
FlcDNA VvDXS05 
 
Figura 19:  Amplificación de FLcDNA de VvDXS05 con Taq polimerasa y cDNA 
como templado. Se utilizaron los partidores de FLcDNA de VvDXS05 y se utilizó 1 
µL de un mix de cDNAs como templado (estados 2,1 y 6,2 para MoAl y 2,2 y 6,4 para 
CrSe). Se observa que se obtuvo un producto de PCR con el tamaño esperado de 2.500 
pb, utilizando las condiciones de PCR previamente establecidas, 60 ºC de temperatura 
de alineamiento (A), y adicionalmente con gradiente de temperatura para el 
alineamiento de los partidores (B). El gel fue corrido en agarosa al 2 % por 50 min a 
100 V en TAE 1X y se utilizó la regla de peso molecular de 1kb (GenRuler ™ 1 kb 
DNA Ladder, Fermentas). 
 
Al utilizar la polimerasa de alta fidelidad se obtuvo una banda única (Figura 20 A). El 
producto fue precipitado, resuspendido, se le agregó la cola de adenina en los extremos 3’, se 
volvió a precipitar y resuspender para finalmente ligarlo en el vector pCR8®/GW/TOPO®TA. 
La purificación de FLcDNA desde Crimson Seedless se repitió (Figura 20 B, C y D). 
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Figura 20:  Imagen representativa de la purificación de FLcDNA de VvDXS05 para 
su posterior clonación en vector de clonamiento pCR8®/GW/TOPO®TA. La 
amplificación se realizó con una polimerasa de alta fidelidad (Phusion) (A) en las 
variedades Moscatel de Alejandría (MA) y Crimson Seedless (CS), además del control 
negativo de la reacción (C-). (B) Se muestra el resultado de la precipitación de los 
productos de PCR de A. (C) Se muestra una nueva amplificación del FLcDNA de 
VvDXS05 en CrSe, la precipitación del mismo, además del control negativo (C-) que 
también fue precipitado. (D) Se observa la precipitación de los FLcDNA de VvDXS05 
aislados desde MoAl y CrSe después de la adición de la cola de adenina (+Adt). En cada 
caso se observa que el producto de PCR es del tamaño esperado, 2.500 pb. Todos los 
geles fueron corridos en agarosa al 1 % por 40 min a 80 V en TAE 1X y se utilizó la regla 
de peso molecular de 1 kb (GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas). Las bandas 
esperadas se denotan con una flecha roja. 
 
Mediante la misma metodología se aisló el FLcDNA de VvDXS11 utilizando el mix de 
cDNAs de las cosechas 2 y 6 (Figura 21). La misma metodología no resultó para los genes 
VvDXS04 ni VvDXS07 (Figura 21). 
 
 
Figura 21:  PCR de alta fidelidad para aislar FLcDNA de VvDXS04, 
VvDXS07 y VvDXS11. Se utilizaron las mismas condiciones que para 
amplificar VvDXS05. En cada caso se utilizó 2 µl de cDNA de las variedades 
Moscatel de Alejandría (MA) y Crimson Seedless (CS) como templado. Sólo 
se obtuvo amplificación para VvDXS11 del tamaño esperado, 2.500 pb. El gel 
fue corrido en agarosa al 1 % por 35 min a 90 V en TAE 1X y se utilizó la regla 
de peso molecular de 1 kb (GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas). Las 
bandas esperadas se denotan con una flecha roja. 
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En base a ensayos preliminares de amplificación utilizando partidores para qRT-PCR 
(Figura 18) y diferentes cosechas (Figura 17), se realizó mix de cDNA para la amplificación de 
los FLcDNA de cada gen utilizando las condiciones descritas en la Tabla 2, con 60 segundos 
alineamiento y 90 segundos de extensión. Primero se utilizó 1 µl del Mix de cDNA. Y luego, 
debido a que no se observó amplificación, se repitió el experimento utilizando 3 µl de cDNA. 
De esta manera se logró amplificar los FLcDNA de VvLISa en CrSe y MoAl y VvLISc en CrSe 
(Figura 22). 
  
  
Figura 22:  Reacciones de RT-PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad y los 
partidores de FLcDNA de los genes VvDXS04, VvDXS07, VvGES, VvLISa, VvLISb, y 
VvLISc. En cada caso se utilizó 3 µl de cDNA como templado y se obtuvo amplificación de 
VvLISa (en MoAl1 y CrSe) y VvLISc (en CrSe) del tamaño esperado de 1.700 pb. El gel fue 
corrido en agarosa al 1 % por 35 min a 80 Ven TAE 1X y se utilizó la regla de peso molecular 
de 1 kb (GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas). Las bandas esperadas se denotan con una 
flecha roja. 
 
Los genes VvDXS04, VvDXS07, VvGES y VvLISb no pudieron ser aislados como FLcDNA 
bajo las condiciones experimentales utilizadas. 
 
7.3. Ligación en vector pCR8®/GW/TOPO®TA y transformación de E. coli One Shot® MAX 
Efficiency® DH5α™-T1R (Thermo Fisher Scientific) quimiocompetentes. 
Las bacterias competentes One Shot® MAX Efficiency® DH5α™-T1R (Thermo Fisher 
Scientific) fueron transformadas con el vector pCR8®/GW/TOPO®TA ligado con los 
fragmentos de FLcDNA de los distintos genes amplificados (descrito en la sección “Clonación 
de los genes amplificados en el vector pCR8®/GW/TOPO®TA” de Materiales y métodos) y 
fueron sembradas en placas LB agar suplementadas con spectinomicina (100 mg/L) e incubadas 
a 37 ºC por 16 hrs (Figura 23). Las colonias fueron repicadas y utilizadas para determinar si 
presentaban o no el inserto de cada gen. 
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Figura 23:  Imagen representativa del resultado de la 
transformación de E. coli con el vector PCR8 ligado al 
FLcDNA de un gen blanco (VvLISb en este caso). Se 
observa las colonias resultantes después de sembrar 100 
µl (A) y 250 µl (B) de las bacterias transformadas. 
 
7.4. Selección de clones positivos. 
7.4.1. Chequeo rápido de colonias 
En base al patrón de bandas, se diferenció las colónias que presentaron plásmido con 
inserto y sin inserto por el tamaño de la banda que representa el plásmido (Figuras 24 y 25, 
flecha verde), considerando un mayor tamaño de banda como un indicador de la presencia del 
FLcDNA en el vector. Cuando la banda del plásmido presentó un tamaño intermedio (como las 
colonias A8 y D2 de la figura 24 y las colonias C39 y D22 de la figura 25), se consideró que 
estas colonias no presentarían el inserto completo del FLcDNA de cada gen. 
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Figura 24:  Chequeo rápido de colonias transformadas con el vector que contiene 
VvDXS11 de MoAl (MA) y CrSe (CS). Se observa el DNA genómico (flecha roja), el 
DNA plasmidial (flecha con relleno verde), y el RNA ribosomal (flecha sin relleno) de 
cada colonia. Se consideró positivas para la transformación con el FLcDNA respectivo, 
aquellas colonias que presentan un mayor tamaño de DNA plasmidial: 13 colonias que 
presentarían un vector con el inserto de VvDXS11 de CrSe (A1, A2, A3, A9, A12, A16, 
A17, B1, B2, B3, B4, B16 y B18) y cuatro que presentarían el inserto de VvDXS11 de 
MoAl (C1, D1, D10 y D14). El gel fue corrido en agarosa al 1 % por 40 min a 120 V en 
TAE 1X y Se utilizó la regla de peso molecular de 1kb (GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, 
Fermentas). 
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Figura 25:  Chequeo rápido de colonias transformadas con el vector que contiene 
VvDXS11 de MoAl (MA). Se observa el DNA genómico (flecha roja), el DNA plasmidial 
(flecha con relleno verde), y el RNA ribosomal (flecha sin relleno) de cada colonia. Se 
consideró positivas para la transformación con el FLcDNA respectivo, aquellas colonias 
que presentan un mayor tamaño de DNA plasmidial: seis colonias que presentarían un 
vector con el inserto de VvDXS11 MoAl (C33, C37, C43, D26, D31 y D45). El gel fue 
corrido en agarosa al 1 % por 40 min a 120 V en TAE 1X y se utilizó la regla de peso 
molecular de 1kb (GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas). 
 
7.4.2. PCR de colonias 
Los resultados basados en PCRs que utilizaron colonias recombinantes como templado y 
los partidores de FLcDNA de cada gen aislado para corroborar la presencia de cada inserto, 
permitieron obtener un 100 % y 82 % de colonias positivas para VvDXS05 y VvDXS11, 
respectivamente (Figura 26). Se obtuvo una colonia negativa para VvDXS11 (D45), y dos 
colonias presentaron una tenue amplificación (A12 y A16), lo que pudo deberse a una inhibición 
de la reacción de PCR por la presencia de desechos bacterianos. 
 
62 
 
 
 
Figura 26:  Verificación, mediante PCR, de la clonación de los FLcDNA de 
VvDXS05 y VvDXS11 en el vector PCR8. El PCR de colonias se realizó utilizando 
partidores para la amplificación del FLcDNA de VvDXS05 y VvDXS11, el tamaño 
esperado para cada producto de PCR era de, 2.500 y 2.400 pb para VvDXS05 y 
VvDXS11 respectivamente (flecha con relleno verde). Las colonias sin inserto 
amplificaron un fragmento de 250 pb aproximadamente (flecha sin relleno). Como 
templado se utilizaron colonias seleccionadas como positivas mediante chequeo 
rápido. En cada caso, la letra representa la placa de la cual se tomó el repique de 
colonia y el número representa el número del repique de colonia dentro de cada 
placa. Como controles negativos de PCR se utilizó agua (C-) y una colonia sin 
inserto seleccionada mediante chequeo rápido (D30). El gel fue corrido en agarosa 
al 1 % por 30 min a 120 V en TAE 1X y se utilizó la regla de peso molecular de 1 
kb (GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas). 
 
7.5. Purificación de DNA plasmidial de bacterias transformadas, verificación del inserto por 
PCR y selección de partidores para secuenciación. 
Los plásmidos extraídos fueron visualizados en un gel de agarosa, como se observa en la 
Figura 27, cada uno de estos presentó sus distintas configuraciones espaciales (solo se muestran 
los plásmidos extraídos con los insertos del FLcDNA de VvDXS05 y VvDXS11). 
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Figura 27:  Extracción de DNA plasmidial desde E. coli trasformada con el vector PCR8 
que contiene el inserto del gen VvDXS05 o VvDXS11 aislado desde Crimson Seedless o 
Moscatel de Alejandría. En cada carril se muestra el nombre de la colonia repicada, en relación 
al gen que posee, se puede observar el DNA plasmidial en sus diferentes conformaciones (flecha 
sin relleno). El gel fue corrido en agarosa al 1% por 30 min a 120 V en TAE 1X y se utilizó la 
regla de peso molecular de 1 kb (GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas). 
 
Antes de realizar la secuenciación, mediante la externalización del servicio a Macrogen, se 
verificaron los partidores utilizados en cada reacción de secuenciación. Esto se realizó mediante 
reacciones de PCR, utilizando los partidores con los que se realizó la secuenciación y los 
plásmidos recombinantes como templado. Se combinaron partidores internos y externos 
diseñados para aislar los extremos 5’ y 3’ de los FLcDNA (Figrua 5), lo que permitió descartar 
vectores que presentaron una amplificación diferente a la esperada (plásmidos aislados de las 
colonias B4 y C43, Figura 28 E). 
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Figura 28:  Verificación de plasmidios y partidores para secuenciación. La verificación se 
realizó mediante una reacción de PCR utilizando como templado las extracciones plasmidiales 
de los clones con el inserto de VvDXS05 o VvDXS11 aislados desde las variedades Crimson 
Seedless (CrSe) o Moscatel de Alejandría (MoAl). Se muestra el producto de PCR obtenido, 
utilizando los partidores para la amplificación del FLcDNA (Mix p.p. FLcDNA) de VvDXS05 
(A), con un tamaño esperado de 2.500 pb, y VvDXS11 (D), con un tamaño esperado de 2.400 pb, 
además del producto de PCR utilizando los partidores de FLcDNA_F y partidor 2 reverse (Mix 
p.p. 5’) de VvDXS05 (B), con un tamaño esperado de 1.300 pb, y VvDXS11 (E), con un tamaño 
esperado de 100 pb, y el partidor 2 Foward y el partidor de FLcDNA Reverse (Mix p.p. 3’) de 
VvDXS05 (C), con un tamaño esperado de 1.000 pb, y VvDXS11 (F), con un tamaño esperado de 
1.400 pb, de cada gen respectivamente. El gel fue corrido en agarosa al 1 % por 40 min a 120 V 
en TAE 1X y se utilizó la regla de peso molecular de 1 kb (GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, 
Fermentas). En cada caso se denotan las bandas esperadas con una flecha roja. 
 
7.6. Verificación mediante PCR de la direccionalidad de los FLcDNAs clonados en los 
plásmidos extraídos. 
Con el propósito de eventualmente poder expresar (a futuro) en bacteria o en plantas 
modelo los genes estudiados, el aislado de los FLcDNA incluyó la selección de clones en 
sentido. Esta caracterización se realizó mediante reacciones de PCR que usaron combinaciones 
de partidores externos (del esqueleto del vector, M13) y partidores internos de qRT-PCR (Figura 
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9 y Tabla suplementaria 2). Se identificaron clones en sentido como en antisentido (se muestra 
un ejemplo del PCR para VvDXS05 y VvDXS11 en la Figura 29). Se definió que los siguientes 
clones se encuentran en sentido: 
 VvDXS05: A2, A3, A6 en Crimson Seedless y, C3, C5 y C6 en Moscatel de Alejandría 
 VvDXS11: A1, A3, A12, C1 en Crimson Seedless y, D26 en Moscatel de Alejandría 
 
A B 
 
 
C D 
 
Figura 29:  Análisis, basado en PCR, de la direccionalidad de los FLcDNA aislados y clonados 
desde Moscatel de Alejandría y Crimson Seedless. Los PCR amplifican parcialmente los FLcDNA 
de VvDXS05 (A y B) y VvDXS11 (C y D) ligados en los vectores pCR8, se usó el partidor M13 en 
sentido y los partidores internos de qRT-PCR Nº 3 en sentido o antisentido. La ligación en sentido se 
revela por la amplificación positiva con el par M13 sentido y qRT-PCR Nº 3 antisentido (A y C) y 
una amplificación más tenue con el par M13 sentido y qRT-PCR Nº 3 (B y D) sentido. De la misma 
manera, la ligación en antisentido se revela por la amplificación positiva con el par M13 sentido y 
qRT-PCR Nº 3 sentido (B y D) y una amplificación más tenue con el par M13 sentido y qRT-PCR Nº 
3 antisentido (A y C). El gel fue corrido en agarosa al 1 % por 40 min a 120 Volt en TAE 1X y se 
utilizó la regla de peso molecular de 1 kb (GenRuler ™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas). En cada caso 
se denotan las bandas esperadas con una flecha roja. 
 
8. Análisis de secuencias. 
Para maximizar la probabilidad de identificar variaciones en cada uno de los genes aislados 
(VvDXS05 y VvDXS11, hasta dos alelos por cada variedad utilizada), se secuenciaron 6 clones 
de cada variedad, de la misma forma se secuenciaron 3 clones de VvLISa por cada variedad. El 
recorte de las secuencias en base a la calidad de las mismas (trimming) y su posterior ensamble 
fue realizado para cada gen, clon por clon, utilizando el programa Geneious versión 7.0.6 
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(Kearse et al., 2012). Adicionalmente los alineamientos o ensambles fueron curados 
manualmente considerando la calidad de la lectura de cada nucleótido (Figura 30). 
Para VvDXS05 se identificaron dos alelos en Moscatel de Alejandría, de los cuales sólo uno 
presentó la mutación que resulta en la sustitución aminoacídica K284N de la proteína predicha. 
La mutación K284N no se encontró en ninguno de los clones secuenciados de Crimson 
Seedless. 
Para VvDXS11 se identificaron 4 alelos distintos entre las dos variedades, sin embargo 
debido a problemas con la secuenciación (pobre cobertura en la región que contiene la mutación 
K284N) fue imposible determinar si este gen presenta variaciones que pudieran dar lugar a una 
sustitución de tipo K284N como la que ocurre en la proteína del gen de VvDXS05 (en caso de 
ser necesario para análisis futuros se podría mejorar la cobertura utilizando partidores internos 
adicionales para resecuenciar los clones). 
Para VvLISa se identificó un alelo distinto en cada variedad, sin embargo, debido al bajo 
número de clones secuenciados, no fue posible determinar si existe un único alelo en cada una 
de estas variedades. 
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A: VvDXS05 CrSe (sin mutación) Figura 30:  Identificación de 
los alelos y polimorfismos de 
VvDXS05 presentes en 
Crimson Seedless (CrSe) y 
Moscatel de Alejandría 
(MoAl) mediante el análisis de 
las secuencias aisladas de 
FLcDNA. A: Alelo repre-
sentativo de los seis clones 
aislados desde CrSe. B: Alelo de 
MoAl que no posee la mutación 
responsable de la sustitución 
K284N (se encontró un solo 
clon). C: Alelo representativo de 
cinco clones aislados de MoAl 
que posee la mutación 
responsable de la sustitución 
K284N. En los tres gráficos se 
muestra el ensamble de las 
secuencias obtenidas. Los 
rectángulos rojos que dicen 
“Vector” corresponden a 
fragmentos secuenciados con 
homología al vector PCR8 
TopoTA y los que dicen “LQ” 
son regiones de baja calidad. 
Adicionalmente cada caja gris 
con sentido hacia la derecha 
representa un exón diferente y el 
triángulo naranjo muestra el 
lugar donde puede ocurrir la 
mutación responsable de la 
sustitución K284N en la 
proteína del gen. 
 
 
B: VvDXS05 MoAl (sin mutación) 
 
 
C: VvDXS MoAl (con mutación) 
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9. Desarrollo de un marcador genético para identificar la mutación K284N mediante PCR-
HRM. 
En base al polimorfismo, identificado en Moscatel de Alejandría, que sería el principal 
responsable del potencial genético para desarrollar el aroma de tipo Moscatel, se diseñaron 
partidores de PCR (Tabla 5) que amplifican un fragmento de 95 pb que contiene la mutación 
K284N (Figura 31). El producto de PCR obtenido fue sometido a un análisis post-PCR: High 
Resolution Melting (HRM, o análisis de curva de fusión de alta resolución). Este análisis 
permite identificar la presencia, o no, de una variación, previamente identificada mediante 
secuenciación, en base al perfil de la curva de fusión de los productos de PCR. En la Tabla 5 se 
muestran las especificaciones de cada partidor diseñado para los análisis de genotipado. De 
acuerdo a lo esperado, las variedades utilizadas para desarrollar el marcador, Crimson Seedless 
y Moscatel de Alejandría, revelaron la ausencia y presencia de la mutación respectivamente. El 
análisis mediante PCR-HRM de las variedades Moscatel Amarilla, Pedro Jiménez y Torontel 
revelaron la presencia de la mutación K284N en Moscatel Amarilla y Torontel (Figura 32), en 
cambio Pedro Jiménez, a pesar de ser considerada una variedad de tipo Moscatel, no presentó 
la mutación mencionada.  
 
Nombre partidores Secuencia partidores %GC pb Tm (ºC) 
Amplificado (pb) 
gDNA 
VvDXS05_SNP2_F AGAATTACGAGAGGTTGCCA 45 20 
60 95 
VvDXS05_SNP2_R AAACCATGTTCACTTTGGGA 40 20 
Tabla 5:  Características de los partidores diseñados para la identificación de la 
mutación K284N en el gen VvDXS05. Los partidores fueron diseñados para amplificar por 
PCR un fragmento que contiene la mutación K284N identificada en Moscatel de Alejandría. 
En cada columna se puede ver el nombre de cada partidor, su secuencia, el porcentaje de GC, 
el largo, la Tm y el tamaño esperado del fragmento amplificado. En la primera columna, el 
nombre de cada partidor y la dirección del partidor (F: sentido; R: antisentido). En la segunda 
columna, la secuencia nucleotídica de cada partidor en dirección 5’ a 3’. En la tercera columna, 
el contenido de GC en porcentaje, en relación a la secuencia completa de cada partidor. En la 
cuarta columna, el largo de cada partidor en pares de bases (pb). En la quinta columna, la 
temperatura de fusión (Tm) de cada partidor. Y la sexta columna, el tamaño esperado de 
amplificación del par de partidores, utilizando gDNA como templado. 
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Figura 31:  Detalles de la región amplificada para la detección del polimorfismo causal en el gen de VvDXS05. Se muestra la ubicación de los 
partidores VvDHS05_SNP2_F (trapecio verde oscuro) y VvDHS05_SNP2_R (triangulo verde claro) en relación a la secuencia genómica del gen 
VvDXS05 de referencia (A). Además, se muestra el polimorfismo identificado (flecha naranja) entre los alelos de Moscatel de Alejandría y Crimson 
Seedless en relación al partidor VvDHS05_SNP2_F (trapecio verde oscuro). La numeración superior corresponde al número de nucleótido en la 
secuencia, sea de gDNA (A y B) o de cDNA (C). En la figura que muestra el acercamiento y cada secuencia aparece con su reverso complementario. 
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A 
 
 
B 
 
Figura 32:  Perfil de curva de fusión de alta resolución (HRM) para la identificación, 
mediante PCR, de la mutación K284N en el gen VvDXS05. Como línea base para la 
comparación se definió el perfil de Moscatel de Alejandría (MoAl), heterocigota para la mutación 
K284N (en rojo) y el perfil de Crimson Seedless (CrSe), homocigoto sin mutación K284N (en 
azul) (A). El perfil de fusión de los genotipos de Pedro Jiménez, Moscatel Amarilla y Torontel (B) 
fue definido experimentalmente (con dos replicas técnicas), en relación a los controles (MoAl y 
CrSe). 
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10. Caracterización del potencial genético para la generación del aroma tipo Moscatel en la 
progenie experimental. 
La progenie experimental F1, proveniente del cruzamiento entre Crimson Seedless (padre) 
y Moscatel de Alejandría (madre), está siendo utilizada para describir la arquitectura genética 
de los principales atributos de calidad, entre los que se encuentra el aroma. En este contexto se 
está tratando de caracterizar la genética que determina las variaciones en el contenido de 
monoterpenos que constituyen el aroma Moscatel dentro de las líneas que tienen el potencial 
genético (determinado por la mutación genética que genera la sustitución K284N en la proteína 
del gen de VvDXS05). 
El análisis cuantitativo de los metabolitos volátiles es una estrategia compleja y costosa 
que debería priorizarse para los genotipos que poseen el potencial genético para producir aroma 
de tipo Moscatel. Por ello el marcador genético desarrollado en el laboratorio fue utilizado para 
genotipar 616 individuos de la población mencionada mediante PCR-HRM usando como 
templado el gDNA extraído desde hojas juveniles de cada individuo. El resultado reveló que la 
mutación segrega 1:1 (X2 = 0,103896 con 1 grado de libertad): 304 segregantes poseen la 
mutación K284N en VvDXS05 (312 no poseen la mutación que otorga el potencial genético 
para desarrollar aroma Moscatel) (perfiles no mostrados). En conjunto, los resultados de 
secuenciación (identificación de la mutación K284N en Moscatel de Alejandría) y genotipado 
de esta progenie permiten establecer que esta mutación se encuentra en heterocigosis (presenta 
una única copia del alelo de VvDXS05 con la mutación K284N). 
 
11. Análisis organoléptico en la población experimental Crimson Seedless x Moscatel de 
Alejandría. 
El análisis organoléptico, realizado por un panel no entrenado, se realizó en 444 
segregantes de los 616 genotipados para la mutación K284N. Las bayas fueron primero 
analizadas organolépticamente y luego asociadas con su genotipo (para evitar sesgos en la 
apreciación del aroma). 
En 247 segregantes que poseen la mutación K284N se detectó aroma neutro en el 44 % de 
los segregantes; un aroma distinto al Moscatel en el 13 %; y aroma tipo Moscatel en el 43 % 
(Figura 33). 
En los 197 segregantes que no poseen la mutación K284N se detectó aroma neutro en el 
87 % de los segregantes; un aroma distinto al Moscatel en el 7 %; y aroma tipo Moscatel en el 
6 % (Figura 33). 
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Figura 33:  Perfil organoléptico de la progenie 
experimental genotipada. Se muestra el porcentaje de 
individuos que presentaron aroma tipo Moscatel (Verde), 
aroma distinto al Moscatel (Amarillo) y aroma neutro 
(Naranjo), definido por un panel no entrenado, en las 
poblaciones de individuos que poseen la mutación 
K284N en gen VvDXS05 y los que no la poseen. 
 
La ausencia de aroma (Figura 33), sea de tipo Moscatel u de otro tipo (aroma neutro), en 
los segregantes que poseen la mutación K284N (44 %) se puede explicar por la presencia de 
monoterpenos en concentraciones no detectables organolépticamente (concentraciones 
menores al umbral olfativo) o por errores en la evaluación sensorial. Para evaluar una eventual 
tasa de error, el análisis sensorial se realizó dos veces en el 10% de las muestras que no 
mostraron la asociación esperada, no se detectó una tasa de error significativa (resultados no 
mostrados). El bajo contenido de monoterpenos aromáticos en segregantes que poseen la 
mutación K284N  podría deberse a que estos no poseen todos los genes necesarios para la 
acumulación de los mismos. 
Así también, la detección del aroma (tipo Moscatel o distinto al Moscatel) en el 13 % de 
los genotipos que no tienen la mutación K284N (Figura 33) podría deberse a la participación 
de otros determinantes genéticos, además de VvDXS05, responsables de la síntesis o 
acumulación de monoterpenos. 
En conjunto, el análisis de asociación entre la evaluación sensorial y el análisis genético de 
VvDXS05 sugiere que el aroma, de tipo Moscatel u otro, está controlado principalmente por la 
presencia de la mutación K284N. Sin embargo, existirían otros determinantes genéticos que 
estarían involucrados en la determinación del aroma o sabor en vides de mesa. 
 
44%
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6%13%
7%
0%
25%
50%
75%
100%
N284 (con mutación) K284 (sin mutación)
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12. Cuantificación de monoterpenos asociados al aroma Moscatel. 
Como se mencionó en la sección “Cuantificación de linalool y geraniol, mediante 
Cromatografía de Gases (GC)”, de Materiales y Métodos, la cuantificación en base a 
cromatografía gaseosa acoplada a un detector de ionización de llama no generó los resultados 
esperados, posiblemente debido a la sobreposición de volátiles con otros metabolitos con el 
mismo tiempo de retención. Por lo que se utilizó el perfil aromático obtenido mediante 
cromatografía gaseosa acoplada a un detector de masa (GC-MS, servicio proporcionado por el 
Centro de Sabor y Aromas del DICTUC S.A.) (Figura 34) para comparar Moscatel de 
Alejandría y Crimson Seedless. 
 
 
Figura 34:  Perfil aromático a cosecha, de Crimson Seedless y Moscatel de Alejandría, 
obtenido mediante GC-MS (DICTUC). Se muestra la concentración de Linalool, α-
Terpeniol, Nerol y Geraniol en el jugo de bayas de Moscatel de Alejandría y Crimson Seedless 
(16 y 17 ºBrix respectivamente) muestreadas el 2013. Adicionalmente se muestra el umbral 
olfativo de cada uno de estos volátiles obtenidos desde Escudero et al., 2007. Las barras de 
error representan el coeficiente de variación en cada punto de medición (10 %). Las variedades 
MoAl y CrSe fueron muestreadas el 2013 y cultivadas en Vicuña (IV Región, INIA Intihuasi) 
y en Llay-Llay (Región de Valparaíso), respectivamente. “ND” significa que no se detectó 
acumulación de monoterpeno. 
 
Como podemos ver en la Figura 34, Crimson Seedless presenta niveles casi despreciables 
de linalool y geraniol, ya que el umbral olfativo (concentración mínima requerida para poder 
ser detectados) de estos compuestos es de 25 y 20 µg/L, respectivamente (Escudero et al., 
2007). En cambio, Moscatel de Alejandría posee concentraciones mayores al umbral olfativo 
de geraniol y linalool, 670 y 637 µg/L, respectivamente. Ambas variedades presentan 
concentraciones de α-terpeniol y nerol menores al umbral olfativo (340 y 300 µg/L, 
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respectivamente (Escudero et al., 2007) sin embargo, Moscatel de Alejandría presenta 
concentraciones mayores (Figura 34). 
Los datos obtenidos en el Laboratorio de Cromatografía del departamento de Agroindustria 
y Enología de la Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de Chile no cuentan aún 
(al momento de escribir este documento) con una curva de calibración estándar que permita 
asociar el área bajo la curva de cada compuesto a una concentración absoluta. Para poder 
analizar una posible asociación entre el contenido de metabolitos y expresión génica con datos 
cuantitativos se validó el perfil descrito por Agosin (1995), comparando el área relativa bajo la 
curva, determinada durante este trabajo, con las concentraciones absolutas descritas por Agosin 
(1995) (Figura 35 A y B). 
 
 
A 
 
 
B 
 
Figura 35:  Perfil aromático, a madurez de cosecha, de Moscatel de Alejandría, Moscatel 
Amarilla, Torontel y Pedro Jiménez obtenido mediante GC-MS, Todas las variedades 
fueron cultivadas en Vicuña (INIA Intihuasi). (A) Se muestra la concentración de linalool, 
nerol y geraniol en el jugo de bayas de Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, Torontel y 
Pedro Jiménez (extraídas por Agosin, 1995). Las barras de error representan el coeficiente de 
variación en cada punto de medición, 10 %) y el umbral olfativo de cada uno de estos volátiles 
(Escudero et al., 2007). (B) Área bajo la curva de linalool, nerol y geraniol en el jugo de bayas 
de Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, Torontel y Pedro Jiménez obtenida en este 
trabajo mediante GC-MS realizado en el Laboratorio de Cromatografía del departamento de 
Agroindustria y Enología de la Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de Chile, 
las barras de error representan el error estándar en cada caso. Todas las variedades analizadas 
fueron cultivadas y muestreadas en Vicuña (IV Región) en 1995 (A) y 2014 (B). “ND” 
significa no detectado. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan grupos 
estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. “ND” 
significa que no se detectó acumulación de monoterpeno. 
 
Al comparar los perfiles de las concentraciones de Linalool, Nerol y Geraniol descritas por 
Agosin, (1995) (Figura 35 A), con los perfiles de las áreas bajo la curva de estos mismos 
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compuestos obtenidos en este trabajo (Figura 35 B), se observa que existe una congruencia en 
los resultados obtenidos al comparar las mismas variedades. 
MoAm posee una mayor acumulación de Linalool en comparación a MoAl, To y PeJi 
(Figura 35 A), lo que concuerda con que el área bajo la curva de Linalool, mayor en MoAm en 
comparación a MoAl, To y PeJi (Figura 35 B). De esta misma manera, PeJi posee una 
acumulación menor de Linalool en comparación con MoAl, MoAm y To (Figura 35 A), lo que 
concuerda con que el área bajo la curva de Linalool, en PeJi es menor que la que presentan 
MoAl, MoAm y To. 
Si bien podemos observar que PeJi presentó una concentración de Nerol no detectable por 
Agosin, 1995 (Figura 35 A), y en los análisis realizados en el Laboratorio de Cromatografía del 
departamento de Agroindustria y Enología, PeJi presentó un área bajo la curva comparable a la 
que presentó To (Figura 35 B). En ambos casos, la concentración y el área bajo la curva de este 
compuesto, son menores que las que poseen MoAl y MoAm (Figuras 35 A y B). Por otra parte, 
también se observa que PeJi presentó una concentración inferior de Geraniol en comparación a 
MoAl, MoAm y To (según los análisis realizados por Agosin, 1995) (Figura 35 A), pero el área 
bajo la curva de este compuesto es comparable a la que presentan las variedades MoAl, MoAm 
y To (Figura 35 B). 
El patrón general de acumulación de geraniol, linalool y nerol presentes en MoAl, MoAm 
y To es similar en ambos estudios, y las diferencias entre estos estudios pueden sugerir que PeJi 
podría presentar una mayor concentración de nerol y geraniol a lo previamente datado (en las 
muestras que fueron analizadas en este estudio), pero estas seguirían siendo menores a las 
presentes en MoAl. Es por esto que utilizamos los datos obtenidos por Agosin (1995), para 
comparar las variedades MoAl, MoAm, To y PeJi y las diferencias en las concentraciones de 
geraniol, linalool y nerol, que estas presentan en madurez de cosecha (16 a 18 % de SS). 
Como se observa en la Figura 35 A, tanto MoAl, MoAm y To presentaron a madurez de 
cosecha concentraciones de linalool de 430, 780 y 385 µg/L, respectivamente, ampliamente 
superiores a la concentración del umbral olfativo de este compuesto (20 µg/L) (21, 39 y 19 
veces superiores, respectivamente). Mientras que PeJi presenta una concentración de Linalool 
menor (15 µg/L) al umbral olfativo de este compuesto. 
Adicionalmente, MoAl, MoAm y To presentaron a madurez de cosecha concentraciones 
de nerol de 120, 260 y 90 µg/L, respectivamente. En Pedro Jiménez no se detectó Nerol. 
Los datos de las concentraciones de linalool y nerol, concuerdan con los genotipos de cada 
variedad. Aquellas variedades que poseen la mutación que genera la sustitución K284N en la 
proteína de VvDXS05, como MoAl, MoAm y To, presentan mayores concentraciones de estos 
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volátiles. En cambio, la variedad que no posee el alelo mutado, PeJi, presenta concentraciones 
menores de estos compuestos, en comparación a MoAm y To. 
 
13. Análisis de expresión transcripcional de las isoformas de VvDXS, VvGES y VvLIS. 
13.1. Determinación de la eficiencia de los partidores. 
La determinación de la eficiencia de los partidores de qRT-PCR se realizó de acuerdo a la 
sección “Determinación de la eficiencia de los partidores” de Materiales y métodos. En la Tabla 
6 se presentan las parejas de partidores utilizados en cada reacción y la temperatura de 
alineamiento utilizada en cada caso. 
 
Gen Mix de 
partidores nº 
Temperatura de 
alineamiento 
Eficiencia de los 
partidores 
Protocolo 
VvDXS04 1 64 92,4 % 
“Rápido” 
VvDXS05 1 64 87,1 % 
VvDXS07 1 64 95,0 % 
VvDXS11 3 64 92,0 % 
VvGES 2 64 92,1 % 
Extendido 
VvLISa 1 64 94, 1 % 
VvLISb 2 60 82,7 % 
VvLISc 1 64 93,0 % 
VvTCPB 03 64 96,7 % 
Tabla 6:  Mix de partidores seleccionados para las reacciones de qRT-PCR. En la primera 
columna se muestra el nombre del gen blanco. En la segunda columna se muestra el número 
del mix de partidores utilizado (Ejemplo: DXS04 mix 1, hace referencia a los partidores 
DXS_Chr04_144_F y DXS_Chr04_144_R de la Tabla suplementaria 2). En la tercera columna 
se muestra la temperatura de alineamiento que fue utilizada en el programa de amplificación. 
La cuarta columna muestra la eficiencia de amplificación de cada pareja de partidores. Y la 
quinta columna muestra el protocolo de corrida utilizado en los ensayos de qRT-PCR de cada 
gen (Ver Tabla 3). 
 
13.2. Análisis de expresión génica mediante qRT-PCR 
13.2.1 Isoformas de VvDXS (VvDXS04, VvDXS05, VvDXS07 y VvDXS11). 
En las muestras analizadas durante el primer periodo de muestreo, VvDXS04 mantuvo una 
expresión baja y constante durante todo el desarrollo de CrSe, también se mantuvo baja en 
MoAl1 a 5 y 6 ºBrix, aumentando 30 veces aproximadamente a 7 y 11 ºBrix (Figura 36 A). Sin 
embargo, en las muestras obtenidas durante el segundo muestreo, la expresión en MoAl2 se 
mantuvo baja y constante durante todo el desarrollo (8 a 20 ºBrix). La expresión de VvDXS04 
no se pudo cuantificar en MoAm ni en To debido a una amplificación inespecífica (revelada 
por la curva de fusión del producto de PCR) en todos los estados analizados. PeJi presentó el 
mismo problema, en el segundo estadio de desarrollo analizado (Figura 36 B) (12 ºBrix). Si 
bien el par de partidores utilizados (mix 1) fue el mejor de los tres pares probados, el par 
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seleccionado podría no ser óptimo para todos los genotipos (existencia de alelos con diferencias 
nucleotídicas que se revelarían como productos no específicos) o todas las condiciones 
experimentales (aunque que se trataron de hacer uniformes en todos los experimentos). 
 
A 
 
 
B 
 
Figura 36:  Expresión relativa de VvDXS04 en las variedades MoAl1, CrSe, MoAl2, 
MoAm, PeJi y To. Expresión relativa de las variedades obtenidas durante el primer periodo 
de muestreo (A) y las obtenidas durante el segundo periodo de muestreo (B). La expresión de 
VvDXS04 es relativa a la expresión de TCPB. Las barras verticales representan el error estándar 
en cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan 
grupos estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. 
“ND” significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
 
CrSe mostró mayores niveles de acumulación de transcritos de VvDXS05 en comparación 
a MoAl1 en los estadios de 5 y 6 ºBrix del primer muestreo, mientras que a 11 y 17 ºBrix tanto 
MoAl1 como CrSe presentaron iguales niveles de expresión (Figura 37 A). En las variedades 
obtenidas durante el segundo periodo de muestreo sólo To presentó un aumentó en la 
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transcripción de VvDXS05 al alcanzar 16 y 20 ºBrix, en relación a MoAl2, MoAm y PeJi (Figura 
37 B). 
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Figura 37:  Expresión relativa de VvDXS05 en las variedades MoAl1, CrSe, MoAl2, 
MoAm, PeJi y To. Expresión relativa de las variedades obtenidas durante el primer periodo de 
muestreo (A) y las obtenidas durante el segundo periodo de muestreo (B). La expresión de 
VvDXS05 es relativa a la expresión de TCPB. Las barras verticales representan el error estándar 
en cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan grupos 
estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. “ND” 
significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
 
MoAl1 presenta una disminución en la transcripción de VvDXS07 pasados los 5 ºBrix 
durante el primer muestreo, mientras que CrSe no presentó transcripción para este gen (o fue 
indetectable) (Figura 38 A). Adicionalmente en las muestras obtenidas en el segundo muestreo, 
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VvDXS07 presentó una mayor expresión transcripcional en To a 8, 16 y 20 ºBrix, al ser 
comparada con las demás variedades (Figura 38 B). 
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Figura 38:  Expresión relativa de VvDXS07 en las variedades MoAl1, CrSe, MoAl2, 
MoAm, PeJi y To. Expresión relativa de las variedades obtenidas durante el primer periodo 
de muestreo (A) y las obtenidas durante el segundo periodo de muestreo (B). La expresión de 
VvDXS07 es relativa a la expresión de TCPB. Las barras verticales representan el error 
estándar en cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) 
representan grupos estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-
value < 0,05. “ND” significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
 
CrSe presenta una transcripción constante de VvDXS11 en 5, 6 y 11 ºBrix, aumentando 
ligeramente al alcanzar 17 ºBrix durante el primer muestreo (Figura 39 A). Mientras que MoAl1 
no presentó expresión transcripcional de este gen, lo cual se mantuvo en las muestras del 
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segundo periodo de muestreo de MoAl2. MoAm, PeJi y To si presentaron expresión 
transcripcional de este gen y nuevamente es To la variedad que presenta un aumento 
transcripcional, al ser comparada con las demás variedades, en 16 y 20 ºBrix (Figura 39 B). 
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Figura 39:  Expresión relativa de VvDXS11 en las variedades MoAl1, CrSe, MoAl2, 
MoAm, PeJi y To. Expresión relativa de las variedades obtenidas durante el primer periodo 
de muestreo (A) y las obtenidas durante el segundo periodo de muestreo (B). La expresión de 
VvDXS11 es relativa a la expresión de TCPB. Las barras verticales representan el error estándar 
en cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan 
grupos estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. 
“ND” significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
 
En conjunto, los resultados de expresión transcripcional no revelan un patrón de expresión 
de las isoformas de VvDXS que diferencie las variedades con alto contenido de monoterpenos 
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(MoAl, MoAm, y To) de las variedades que poseen bajas cantidades (CrSe y PeJi). Sin embargo, 
se puede destacar patrones específicos: 
VvDXS05 que se expresa en todas las variedades analizadas, independiente del contenido 
de monoterpenos que posean en madurez de cosecha. Esta expresión podría indicar el 
importante rol de VvDXS05 en el metabolismo de la vid más allá de la producción de 
monoterpenos. 
VvDXS04 y VvDXS05 presentan una mayor expresión transcripcional en MoAl1 al 
comparar con CrSe. Sin embargo, esta diferencia no fue detectable en la segunda temporada al 
comparar las variedades con alto contenido de monoterpenos (MoAl2, MoAm y To) con la 
variedad que presenta menores concentraciones de estos compuestos (PeJi). 
No se logró detectar expresión transcripcional de VvDXS11 en ninguno de los periodos de 
cosecha de MoAl (MoAl1 ni MoAl2), lo que sugiere que este gen no participe en la acumulación 
de monoterpenos en esta variedad. Y de la misma manera, VvDXS04 no pareciera estar 
involucrado en este proceso en las variedades MoAm y To en los periodos de desarrollo 
analizados. 
Por otra parte, la variedad To presentó, en general, una mayor expresión transcripcional de 
las isoformas VvDXS05, VvDXS07 y VvDXS11 al ser comparada con las demás variedades, 
teniendo su mayor expresión es estos genes a los 16 ºBrix. 
 
13.2.2 Isoformas de VvTPSs (VvGES, VvLISa, VvLISb y VvLISc) 
En el primer periodo de muestreo, MoAl1 y CrSe, tienen el mismo perfil de expresión para 
VvGES, aunque con mayores niveles transcripcional en CrSe en 5, 6 y 11 ºBrix. Esta expresión 
disminuye en 17 ºBrix (Figura 40 A). En el segundo periodo de muestreo, la expresión fue 
detectable sólo en MoAl2 y en PeJi a 8 ºBrix (Figura 40 B). 
Es importante recordar que las muestras obtenidas durante el primer muestreo fueron 
clasificadas en base a un promedio de ºBrix, y es posible que la expresión de VvGES que se 
observa en MoAl1 y CrSe a 11 ºBrix sea producto de “contaminación” con bayas de 5 y/o 6 
ºBrix presentes en el racimo seleccionado como réplica biológica. 
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Figura 40:  Expresión relativa de VvGES en las variedades MoAl1, CrSe, MoAl2, 
MoAm, PeJi y To. Expresión relativa de las variedades obtenidas durante el primer periodo 
de muestreo (A) y las obtenidas durante el segundo periodo de muestreo (B). La expresión 
de VvGES es relativa a la expresión de TCPB. Las barras verticales representan el error 
estándar en cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) 
representan grupos estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-
value < 0,05. “ND” significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
 
VvLISa presenta una expresión transcripcional significativamente mayor en 5 ºBrix en 
MoAl1 al comparar con CrSe, variedad en la cual la expresión es prácticamente despreciable a 
lo largo de todos los estados analizados (Figura 41 A) (sin embargo, debido a la expresión de 
este gen en MoAl1 a 5 ºBrix esto no se refleja en la estadística). La expresión de VvLISa es 
mayor en PeJi en el primer estado de desarrollo (8 ºBrix) del segundo muestreo, en el resto de 
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las variedades la expresión es menor a pesar de ser estadísticamente diferencial entre estados o 
variedades (Figura 41 B). 
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Figura 41:  Expresión relativa de VvLISa en las variedades MoAl1, CrSe, MoAl2, MoAm, 
PeJi y To. Expresión relativa de las variedades obtenidas durante el primer periodo de 
muestreo (A) y las obtenidas durante el segundo periodo de muestreo (B). La expresión de 
VvLISa es relativa a la expresión de TCPB. Las barras verticales representan el error estándar 
en cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan 
grupos estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. 
“ND” significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
 
VvLISb presenta una expresión transcripcional más temprana en CrSe que en MoAl1. CrSe 
presenta su mayor transcripción de este gen a 5 ºBrix, mientras que esto ocurre a 11 ºBrix para 
MoAl1 (Figura 42 A). En las variedades del segundo muestreo, sólo pudimos identificar la 
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expresión transcripcional de este gen en MoAl2 y MoAm. MoAm presentó una transcripción 
más temprana de este gen en comparación a MoAl2. También fue posible detectar la expresión 
transcripcional de este gen en To, pero solo a 20 ºBrix (Figura 42 B). 
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Figura 42:  Expresión relativa de VvLISb en las variedades MoAl1, CrSe, MoAl2, MoAm, 
PeJi y To. Expresión relativa de las variedades obtenidas durante el primer periodo de 
muestreo (A) y las obtenidas durante el segundo periodo de muestreo (B). La expresión de 
VvLISb es relativa a la expresión de TCPB. Las barras verticales representan el error estándar 
en cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan 
grupos estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. 
“ND” significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
 
Por último, en las variedades del primer muestreo, VvLISc presentó expresión 
transcripcional solamente en MoAl1 y no en CrSe, pero sólo a 5 ºBrix (Figura 43 A). En las 
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variedades del segundo periodo de muestreo, la transcripción de VvLISc solo fue detectada en 
muestras a 8 ºBrix en To a 12 ºBrix en PeJi (Figura 43 B). 
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Figura 43:  Expresión relativa de VvLISc en las variedades MoAl1, CrSe, MoAl2, MoAm, 
PeJi y To. Expresión relativa de las variedades obtenidas durante el primer periodo de muestreo 
(A) y las obtenidas durante el segundo periodo de muestreo (B). La expresión de VvLISc es 
relativa a la expresión de TCPB. Las barras verticales representan el error estándar en cada 
punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan grupos 
estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. “ND” 
significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
 
Nuevamente los resultados de expresión transcripcional no revelan un patrón de expresión 
de las VvTPSs que diferencie las variedades con alto contenido de monoterpenos (MoAl, 
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MoAm, y To) al ser comparada con las variedades que poseen bajas cantidades (CrSe y PeJi). 
Sin embargo, se puede destacar patrones específicos: 
VvGES pareciera ser expresado transcripcionalmente sólo en estadios tempranos del 
desarrollo de la vid, dado que tanto CrSe como MoAl1 presenta la mayor expresión de este gen 
en 5 y 6 ºBrix y luego decae su expresión. En las muestras del segundo periodo de muestreo 
sólo se pudo detectar su expresión en MoAl2 y PeJi a 8 ºBrix. 
Detectamos la expresión transcripcional de VvLISa en todas las variedades y en todos los 
estados de desarrollo analizados (incluso en CrSe y PeJi, variedades con cantidades de linalool 
bajo el umbral olfativo). 
VvLISc también parece estar expresado en estados tempranos del desarrollo de la vid, dado 
que sólo se pudo detectar a 5 ºBrix en MoAl1, a 8 ºBrix en To y a 12 ºBrix en PeJi. Es posible 
que tanto To como MoAm presenten expresión de este transcrito en estados más tempranos del 
desarrollo de la baya (menores a 8 ºBrix, no analizados). 
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Discusión 
 
Parámetros fisiológicos de muestreo. 
La variedad Moscatel de Alejandría fue muestreada en dos temporadas, sin embargo, estas 
no pueden ser consideradas como réplicas. Ya que, en estados de desarrollo similares, los 
análisis de expresión génica no se mostraron reproducibles debido al efecto ambiental o debido 
a las diferentes metodologías de muestreo. En la primera temporada se utilizaron las semanas 
post envero para definir las fechas de muestreo y las muestras (bayas) fueron seleccionadas por 
su acumulación de sólidos solubles, en base a un muestreo aleatorio representativo del racimo. 
Esta metodología no toma en cuenta la variación entre ni intra racimos. En la segunda 
temporada, también se cosecharon los racimos de acuerdo a las semanas post envero; sin 
embargo, las bayas se seleccionaron individualmente en base al estado de desarrollo (Ver 
sección “1.2 Segundo muestreo de bayas” de Materiales y Métodos). Además, para las muestras 
de la primera temporada, el primer estado de desarrollo utilizado fue de 5 ºBrix, en cambio para 
la segunda temporada de 8 ºBrix. Para la mayoría de los genes analizados, la expresión 
detectada más importante parece estar concentrada en estos primeros estados de desarrollo, por 
lo que es posible que los muestreos se hayan realizado tardíamente en relación a la expresión 
de los genes estudiados. 
 
Selección de los genes estudiados, diseño de partidores y análisis de secuencias. 
Como hemos visto en esta tesis VvDXS05 ha sido descrito como el principal gen relevante 
para el desarrollo del aroma en vid (Battilana et al., 2009; Emanuelli et al., 2010; Battilana et 
al., 2011), pero no es descartable la participación de los otros miembros de la familia de las 
VvDXSs en la generación de GPP (precursor de monoterpenos), ni tampoco la participación de 
los genes de la familia de las VvTPSs que sintetizan monoterpenos en base a GPP, en el 
desarrollo del aroma tipo moscatel en la vid. Si bien se ha descrito el rol para el gen VvDXS05 
en vid, en el genoma de la vid existen otros tres genes que poseen los dominios funcionales de 
la familia de las proteínas de DXS (en los cromosomas 4, 7 y 11) y estos podrían estar actuando 
de manera complementaria durante el desarrollo de la baya. Se logró aislar dos de estos genes 
y se secuenció por completo VvDXS del cromosoma 5 y parcialmente el del cromosoma 11. Es 
posible que en las regiones o genes no caracterizados existan otras mutaciones funcionales que 
contribuyan en el aroma, pero de las cuatro isoformas de VvDXS, sólo se ha caracterizado el 
gen de VvDXS05 hasta la fecha (Battilana et al., 2009; Emanuelli et al., 2010; Battilana et al., 
2011). 
88 
 
 
Por su parte, en relación a la familia de las terpeno sintasas (TPSs) en vid, Martin et al. 
(2010), describieron a Vitis vinífera como el organismo que posee la familia más grande de 
TPSs. Identificaron 152 posibles genes, altamente repetidos en tándem. La redundancia y gran 
similitud entre estas secuencias pueden conducir a un incorrecto ensamblado del genoma de 
referencia y a la dificultad y/o imposibilidad de diseñar partidores específicos para cada 
secuencia de estudio. De hecho, para los genes VvGES, VvLISa, VvLISb y VvLISc (a los que se 
refiere esta tesis) comprenden tres, dos, seis y seis secuencias, respectivamente. Estos genes 
fueron definidos en relación a la identidad que presentaron con los correspondientes genes 
caracterizados en Arabidopsis thaliana. Es posible especular que la expresión detectada de cada 
uno de estos genes, correspondería a la expresión conjunta de todos los miembros identificados 
en cada caso (Figura 10 y Figura 11). 
Finalmente, en este trabajo no fue posible amplificar y aislar la secuencia completa de 
VvGES, VvLISb y VvLISc (Figuras 21 y Figura 22) (desde cDNA). En este contexto se ha 
sugerido, anteriormente, que los genomas de vid de mesa y los de cepas viníferas poseen 
diferencias significativas entre ellos (Di Genova et al., 2014). Adicionalmente se ha descrito 
que las prácticas de cultivo de vides, a lo largo de la historia, han influido en gran medida en la 
diversidad genética que existe actualmente en vides (This et al., 2006). Y considerando el 
número de secuencias de VvTPSs y sus repeticiones en tándem, que le otorgarían un gran 
potencial de diversificación a la vid (como sugieren Martin et al., 2010), creemos que existen 
diferencias entre el genoma de referencia (Pinot Noir PN40024) y los genomas utilizados en 
esta tesis. 
 
Asociación entre el genotipo, definido por VvDXS05, y el fenotipo, definido en base al 
análisis organoléptico. 
El marcador de tipo PCR-HRM para la sustitución K284N del gen VvDXS05 diseñado en 
esta tesis, fue utilizado para comparar el genotipo de este gen y el fenotipo definido en base a 
la evaluación organoléptica en 444 segregantes del cruzamiento experimetnal F1 entre Moscatel 
de Alejandría y Crimson Seedless. En esta población la segregación de la mutación fue 1:1 de 
acuerdo a lo esperado para un progenitor heterocigoto (Moscatel de Alejandría). Sin embargo, 
a nivel fenotípico sólo el 56% de los individuos que heredó la mutación presentó aroma de tipo 
Moscatel u otro aroma, mientras que el 13 % que no heredó la mutación presentó aroma de tipo 
Moscatel u otro (Figura 33). Esto, a primera vista, difiere de los datos obtenidos por Emanuelli 
et al. (2010), donde encontraron la mutación K284N en el 95% (69 de 75) de las variedades 
moscatel que analizaron. Sin embargo, estos autores analizaron principalmente variedades 
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consideradas de tipo Moscatel, y de ellas el 95% presentó la mutación. Si realizamos el mismo 
tipo de acercamiento para analizar nuestros datos y consideramos sólo los individuos con aroma 
tipo Moscatel detectado organolépticamente como el universo de individuos a analizar (118 
individuos), el 90% (106 de 118) presenta la mutación y sólo el 10% (12 de 118) no la presentó, 
que es similar a la tasa reportada por Emanuelli et al. (2010). Además, cuando se realiza una 
cruza entre individuos de características de interés, como el aroma Moscatel, se descartan los 
individuos que no heredan el carácter deseado. Lo anterior se debe al tipo de selección realizado, 
pues como se selecciona por aroma se descartan los individuos que no generan aroma, aún 
cuando presenten la mutación. 
Con esta perspectiva y debido a que en el laboratorio se está trabajando con el espectro 
completo de los individuos provenientes de la cruza entre un parental con aroma de tipo 
Moscatel (Moscatel de Alejandría), y un parental de aroma neutro (Crimson Seedless) y no 
solamente con la porción que generó aroma, podemos ver el sesgo con el cual se ha evaluado 
los polimorfismos presentes en el genoma de las distintas variedades Moscatel (Battilana et al., 
2009 y Emanuelli et al., 2010). Nuestros datos sugieren que la mutación K284N de VvDXS05, 
tiene una naturaleza dominante e incrementa el potencial genético para desarrollar aroma, sin 
embargo, también existen otros genes involucrados en la producción de monoterpenos y su 
acumulación por sobre el umbral olfativo. Así mismo, en ausencia de la mutación descrita es 
posible desarrollar aroma de tipo Moscatel. En nuestro trabajo hemos visto que, además de 
algunos de los individuos de nuestra población segregante, la variedad Pedro Jiménez 
(considerada aromática), que no posee la mutación (Figura 32), presenta niveles de linalool y 
geraniol cercanos al umbral olfativo (Figura 35). 
 
Análisis de expresión transcripcional 
En relación a la materia vegetal, en base a la cual se realizaron los ensayos de qRT-PCR, 
es importante destacar que durante el desarrollo del racimo se estima un aumento de 2 ºBrix 
cada semana (conocimiento popular vitivinícola) y que los muestreos fueron realizados cada 
dos semanas, ya que no esperábamos observar diferencias tan marcadas en la expresión 
transcripcional de nuestros genes blanco en estados de desarrollo con tan poca variación en su 
contenido de SS, entre 5 y 6 ºBrix por ejemplo (que corresponde a una diferencia de 3 a 4 días 
entre cada muestra). 
 
Si bien se ha descrito que GPP es el precursor de clorofila, tocoferoles, giberelinas y ABA 
(entre otros metabolitos) (Fray et al., 1995, Fraser et al., 2002, Lois et al., 2000 y Martin et al., 
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2012), existen dos vías metabólicas que sintetizan GPP: MVA y MEP (Croteau, 1987; 
Gershenzon y Croteau, 1993; McGarvey & Croteau, 1995; Wise & Croteau, 1999). Además de 
las dos vías metabólicas que producen GPP, es posible que exista redundancia funcional entre 
los miembros de la familia de genes de VvDXS. VvDXS05 es la única isoforma, de las cuatro 
VvDXSs que tendrían destinación a cloroplastos, que se expresa en todas las variedades y en 
todos los estadios analizados (Figura 37 A y B). Esto sugiere que podría tener una función 
esencial en el metabolismo de la vid, más allá de la producción de monoterpenos. 
Torontel presentó los niveles más altos de expresión transcripcional en VvDXS05, 
VvDXS07 y VvDXS11 (Figuras 37 B, 38 B y 39 B), en 16 y 20 ºBrix. Adicionalmente queremos 
destacar el hecho de que Crimson Seedless presentó una mayor expresión de VvDXS05, en 
comparación a Moscatel de Alejandría, en 5 y 6 ºBrix (Figura 37 A). 
Considerando que se detectó una mayor expresión de VvGES en estados tempranos del 
desarrollo de Moscatel de Alejandría (5 ºBrix en la primera temporada y 8 ºBrix en la segunda 
temporada), Crimson Seedless (6 ºBrix) y Pedro Jiménez (8 ºBrix), y no se detectó la expresión 
de este gen en Moscatel Amarilla ni Torontel, variedades con un alto contenido de geraniol, 
(Figura 40 A y B), es posible que la expresión de este gen sea más importante en estados de 
desarrollo anteriores a los analizados en esta tesis (en especial en Moscatel Amarilla y Torontel). 
Adicionalmente, la expresión de VvGES en Crimson Seedless fue mayor en comparación a 
Moscatel de Alejandría (Figura 40 A). Esto También ocurrió con Pedro Jiménez al ser 
comparada con Moscatel de Alejandría (Firura 40 B). Lo que podría explicar por qué a pesar 
de que ninguna de estas variedades posee la mutación que genera la sustitución K284N en la 
proteína del gen VvDXS05, poseen acumulación de geraniol a una concentración cercana al 
umbral olfativo de este compuesto (Figuras suplementarias 3 y 4).  
Es posible que en las variedades Crimson Seedless y Pedro Jimenez la expresión temprana 
de VvGES sea fundamental para acumular geraniol, lo que concuerda con lo reportado por 
Zhang et al., 2016b. Estos autores cuantificaron distintos monoterpenos en estados de 
desarrollos de pre-envero, en envero y post-envero en la variedad Shiraz. Reportaron que varios 
monoterpenos, entre ellos geraniol (no midieron la acumulación linalool), se encuentran 
presentes cinco semanas antes de envero (o cuatro semanas después de la floración; nuestros 
muestreos se iniciaron dos semanas post envero), y que su concentración disminuye antes de 
llegar a envero (seis semanas después de floración), llegando a alcanzar la más baja 
concentración de monoterpenos en envero (nueve semanas después de floración) y se empiezan 
a acumular durante la segunda fase de crecimiento de la baya (13 a 17 semanas después de 
floración). No queda claro si la concentración de monoterpenos, en los datos reportados por 
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Zhang et al., 2016b, decae porque estos metabolitos son glicosilados u otra razón. Tampoco 
investigan si las propiedades organolépticas de su variedad de estudio están relacionadas con la 
acumulación de monoterpenos pre-envero, post-envero o ambas. Sin embargo, es evidente que 
tanto los monoterpenos como sus precursores serían sintetizados en estadios tempranos del 
desarrollo de la vid (pre envero), al menos en la variedad Shiraz, lo que concuerda con los 
resultados econtrados durante esta tesis. Además, Zang et al. (2016) también discuten los 
trabajos de otros autores (Coelho et al., 2006, Coelho et al., 2007, Kalua & Boss, 2009, y Kalua 
& Boss, 2010) y dan cuenta de que la acumulación de monoterpenos ocurre en distintas etapas 
del desarrollo en cada variedad de vid analizada. Por ejemplo, Martin et al., (2012), evaluaron 
la concentración de geraniol y linalool, entre otros mono terpenos, en la variedad de vid 
Gewürztraminer desde tres semanas después de floración. Estos autores no encontraron un alto 
contenido de monoterpenos previo al envero (que ocurrió 10 semanas post floración en sus 
estudios), pero si una acumulación progresiva de monoterpenos que alcanzó su punto máximo 
12 semanas después de floración. 
 
En cuanto a la familia de genes VvLIS, se detectó una expresión significativa de VvLISa en 
todos los estados y genotipos analizados (Figura 41 A y B). Crimson Seedless, sin embargo, 
presentó una expresión mínima de este gen (Figura 41 A), mientras que Torontel presentó la 
mayor expresión de este gen a 8 ºBrix (en comparación a Moscatel de Alejandría, Moscatel 
Amarilla y Torontel) (Figura 41 B). Moscatel Amarilla presentó una mayor expresión de VvLISb 
en 8 y 12 ºBrix, lo que no fue detectado en las otras variedades (Figura 42 B). Por lo que es 
posible que la expresión de este gen esté contribuyendo al mayor contenido de linalool en 
Moscatel Amarilla (en comparación con Moscatel de Alejandría y Torontel). La expresión de 
VvLISc sólo fue detectada en estados tempranos del desarrollo de la baya y únicamente en 
Moscatel de Alejandría (5 ºBrix), Torontel (8 ºBrix) y Pedro Jiménez (12 ºBrix) (Figuras 43 A 
y B). 
Los datos obtenidos para la expresión de VvLISa y VvLISc son similares a los obtenidos 
para la expresión de VvGES, por lo que es posible que la expresión de estos genes comience en 
estados previos a los analizados (como lo descrito en Zhang et al., 2016b para la variedad 
Shiraz). La expresión temprana de VvLISa y VvLISc en Pedro Jiménez, que es mayor a la 
expresión de estos genes en Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla y Torontel, podría 
explicar porqué esta variedad, a pesar de no poseer la mutación K284N en VvDXS05, es capaz 
de acumular linalool a una concentración cercana al umbral olfativo de este compuesto (Figura 
suplementaria 6). Esto concuerda con el hecho de que Crimson Seedless no posee una 
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concentración detectable de linalool y presenta bajos niveles de expresión de VvLISa, en 
comparación a Moscatel de Alejandría, además de no presentar expresión de LISc (Figura 
suplementaria 5). 
 
En resumen creemos que es posible que la organización de las TPSs, en el genoma de la 
vid, sea el principal factor determinante en la alta variabilidad de los perfiles de monoterpenos 
como sugieren Martin et al., (2010), además de sus patrones de acumulación a lo largo del 
desarrollo de las bayas, entre las distintas variedades de vid (diferencias observadas en los 
estudios de Zhang et al., 2016b, y Martin et al., 2012, entre las variedades Shiraz y 
Gewürztraminer respectivamente). Si bien la mutación K284N de la proteína del gen VvDXS05 
define el potencial genético para acumular GPP, precursor de los monoterpenos, su presencia 
no es suficiente para generar el aroma en vides. Nuestros resultados sugieren que, en ausencia 
de la mutación se requiere la expresión conjunta de varias VvTPSs para desarrollar aroma. Por 
ejemplo, Crimson Seedless que presentó una expresión de VvGES, mayor que Moscatel de 
Alejandría, logró acumular geraniol a niveles cercanos a su umbral olfativo (Figura 
suplementaria 3), pero es considerada una variedad de aroma neutro. Mientras que Pedro 
Jiménez que presentó una mayor expresión transcripcional de VvGES, VvLISa y VvLISc, en 
comparación a las otras variedades moscatel, es capaz de acumular tanto linalool como geraniol 
a niveles cercanos a sus umbrales olfativos (Figuras suplementarias 4 y 6) y es considerada una 
variedad de tipo Moscatel. Adicionalmente, en presencia de la mutación, se requeriría una 
mayor expresión de al menos un gen de VvTPS para generar diferencias organolépticas. Esto es 
lo que se vio en la variedad Moscatel Amarilla, que acumula mayores concentraciones de 
linalool y presenta una mayor expresión transcripcional de VvLISb, en comparación a Moscatel 
de Alejandría (Figura suplementaria 7). 
En el caso específico de los individuos de la progenie experimental, es posible que sus 
diferencias organolépticas tengan directa relación con los patrones de expresión transcripcional 
de sus variedades parentales: Moscatel de Alejandría y Crimson Seedless. Ya que Crimson 
Seedless presenta una mayor expresión transcripcional de VvDXS05 y VvGES (Figuras 37 A y 
40 A, respectivamente) y una menor expresión transcripcional de VvLISa y VvLISc en 
comparación con Moscatel de Alejandría (Figuras 41 A y 43 A, respectivamente). En este 
contexto, los individuos que no heredaron la mutación y desarrollaron aroma Moscatel, podrían 
haber heredado los genes que generan los niveles de expresión transcripcional de VvLISa y 
VvLISc de Moscatel de Alejandría, además de las secuencias que generan los niveles 
transcripcionales de VvDXS05 de Crimson Seedless (y posiblemente de VvGES). Mientras que 
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los individuos que no heredaron la mutación y no generaron aroma, podrían haber heredado las 
secuencias que generan los niveles de expresión transcripcional de VvLISa y VvLISc de Crimson 
Seedless además de las secuencias que generan los niveles transcripcionales de VvGES de 
Moscatel de Alejandría (y posiblemente también de VvDXS05). 
Por otra parte, es posible que los individuos que heredaron la mutación y desarrollaron 
aroma de tipo Moscatel, hayan heredado las secuencias que generan los niveles 
transcripcionales de VvLISa y/o VvLISc de Moscatel de Alejandría. Y así mismo, los individuos 
que heredaron la mutación, pero no desarrollaron aroma moscatel, habrían heredado las 
secuencias que generan los niveles transcripcionales de VvLISa y VvLISc de Crimson Seedless. 
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Conclusiones 
 
 Se identificó, en heterocigosis, la mutación K284N en la variedad Moscatel de Alejandría, 
Moscatel Amarilla y Torontel, lo que sugiere que esta mutación es dominante. 
 
 En base a esta mutación se diseñó un marcador de selección asistida que es capaz de 
identificar individuos con un mayor potencial para generar aroma de tipo Moscatel. 
 
 
 La mutación K284N en el gen de VvDXS05 aumenta el potencial para generar aroma, sin 
embargo, existirían otros factores que se requieren para generar aroma de tipo Moscatel.   
 
 Se reporta por primera vez, que sería posible generar aroma moscatel en ausencia de la 
mutación K284N del gen VvDXS05, probablemente en base a una mayor expresión de los 
genes VvGES, VvLISa y VvLISc. 
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Proyecciones 
 
En base a los resultados obtenidos en este trabajo, proyectamos una serie de actividades 
que podrían ayudar a caracterizar en mayor profundidad un carácter complejo como el aroma 
en vides: 
 
1. Determinar la asociación entre la percepción organoléptica y la acumulación de 
metabolitos (en relación al genotipo) en los individuos de la población experimental. 
 
2. Comparar la expresión transcripcional (de VvGES, VvLISa y VvLISc) entre: 
 Individuos de la población segregante que poseen la mutación y generan un aroma neutro 
 Con individuos que no poseen la mutación, pero generan aroma Moscatel. 
 
3. Generar otros marcadores moleculares que ayuden a la identificación de individuos con el 
potencial de generar aroma Moscatel. 
 
 
 
 
96 
 
 
Material Suplementario 
Gen Nombre #pp Secuencias (5’ a 3’) %GC pb Tm (ºC) 
Amplificado (pb) 
Objetivo 
cDNA gDNA 
V
vG
E
S
 
GES_VvTPS48_FLcDNA_F   ATGGCTTTGAATATGAGCAGG 43 21 
60 1912* 2698* Clonamiento y verificación 
GES_VvTPS48_FLcDNA_ R   CTAATGCATGGTAATTTGAGCAT 35 23 
GES_VvTPS48_610_F 1  GCAGAAGCCAAGGAGTTCAC 55 20 
60 215* 215* PCR y verificación 
GES_VvTPS48_824_R 1  TGAACCATGTCGAAATCCAA 40 20 
GES_VvTPS48_1403_F 2  TGTTGAAGCCCTATCCCAAC 50 20 
64 210* 258* qRT-PCR, PCR y verificación 
GES_VvTPS48_1618_R 2  GCTCTACCCACAAGCTCTGG 60 20 
V
vL
IS
a
 
LIS_VvTPS56_FLcDNA_ F   ATGGGATTCTCTCCTGCCTTTTAC 46 24 
60 1734* 2284* Clonamiento y verificación 
LIS_VvTPS56_FLcDNA_ R   CTACAGGGGATATGCTTCAAAGAGG 48 25 
LIS_VvTPS56_215_F 1  GCATGCACAAAGATTGGATG 45 20 
64 195* 195* qRT-PCR, PCR y verificación 
LIS_VvTPS56_411_R 1  TCGTAGAGATCCTGAATGCTCTC 48 23 
LIS_VvTPS56_1061_F 2  ATATAGCTGCTTTCGAGACGCTAC 46 24 
60 206* 293* PCR y verificación 
LIS_VvTPS56_1267_R 2  CAAGTACTCGTGGGCCTTTG 55 20 
V
vL
IS
b
 
LIS_VvTPS54_ FLcDNA _F   ATGGCCTGTTCTTGGGGC 61 18 
60 1755* 3158* Clonamiento y verificación 
LIS_VvTPS54_ FLcDNA _R   TCACTCATTTATTTTTTGAGCGTTTCT 30 27 
LIS_VvTPS54_439_F 1  CAAGAAGGTTACACTGTGCCC 52 21 
60 204* 315* PCR y verificación 
LIS_VvTPS54_643_R 1  ACGATCAAGATGTTGCAAACA 38 21 
LIS_VvTPS54_1174_F 2  GGCTCTCTACGGAAGGCGT 63 19 
60 194* 281* qRT-PCR, PCR y verificación 
LIS_VvTPS54_1367_R 2  CCTGGAAAGTCATCCACAAGATC 48 23 
V
vL
IS
c 
LIS_VvTPS57_ FLcDNA _F   ATGCCAAGTGCTCACACATG 50 20 
60 1639* 2692* Clonamiento y verificación 
LIS_VvTPS57_ FLcDNA _R   TTATGAGGAAACACTTTCATAGACAAG 33 27 
LIS_VvTPS57_343_F 1  GACAAGAAGGTTACTATGTGAGTGCA 42 26 
64 206* 350* qRT-PCR, PCR y verificación 
LIS_VvTPS57_558_R 1  ATCATTGTGCGTGTTCCATG 45 20 
LIS_VvTPS57_962_F 2  GAATATGCGGCTGTTGAACAAC 45 22 
60 220* 334* PCR y verificación 
LIS_VvTPS57_1185_R 2  CCCCATTCTTCAAGTACTCATCAG 46 24 
Tabla suplementaria 1: Características de los partidores diseñados para la amplificación de los genes VvGES y VvLIS. En la primera columna el nombre 
del gen blanco, en la segunda columna el nombre de cada partidor: Gen_ secuencia de referencia_ posición (en pb) de hibridación del partidor (en relación a la 
secuencia de referencia) _ dirección del partidor. En la tercera columna el número de referencia de cada partidor para un manejo más sencillo de los mismos 
(Ejemplo: GES pp 1 F, hace referencia al partidor GES_VvTPS48__610_F, y GES Mix pp 1, hace referencia a los partidores GES_VvTPS48__610_F y 
GES_VvTPS48__824_R). En la cuarta columna la secuencia nucleotídica de cada partidor en dirección 5’ a 3’. En la quinta columna el contenido de GC en 
porcentaje en relación a la secuencia completa de cada partidor. En la sexta columna el largo de cada partidor en pares de bases (pb). En la séptima columna la 
temperatura de fusión (Tm) de cada partidor. Y la octava columna muestra el tamaño esperado de amplificación de los pares de partidores sentido (F) y 
antisentido (R) diseñados para amplificación del FLcDNA o la amplificación por qRT-PCR, desde cDNA y gDNA (los asteriscos denotan que el tamaño de 
amplificado esperado es aproximado, debido a que se trata de un conjunto de secuencias). La novena columna describe el objetivo para el cual se utilizó cada 
par de partidores. 
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Gen Nombre #pp Secuencias (5’ a 3’) %GC pb 
Tm (ºC) Amplificado (pb) 
Objetivo 
 cDNA gDNA 
D
X
S
 0
4
 
DXS_04_FLcDNA_F   ATGGGTACTGCTTGTGCTCAG 52 21 
60 2414 11694 Clonamiento y verificación DXS_04_FLcDNA2_R   ATGGCTCTCTGTACGCTCTCAT 46 24 
DXS_Chr04_144_F 1  TTCATCTTCCACCACCTCCT 50 20 
64 198 2234 qRT-PCR, PCR y verificación 
DXS_Chr04_341_R 1  GACATTATACAAAACAACTCTACACGG 37 27 
DXS_Chr04_936_F  2  CCGTGGTATGGTGGGTCC 67 18 
60 247 638 PCR y verificación 
DXS_Chr04_1182_R 2  TGGTGATAATTCGGAGGTGTAG 45 22 
DXS_Chr04_1687_F 3  GGAATGAGTAACTCTATATGGAATGG 38 26 
60 214 641 PCR y verificación 
DXS_Chr04_1900_R 3  AGAGCTCTCTAACAAGCTGGATG 48 23 
D
X
S
 0
5
 
DXS_05_FLcDNA2_F   ATGGCTCTCTGTACGCTCTCAT 50 22 
60 2485 5124 Clonamiento y verificación 
DXS_05_FLcDNA2_R   CTATAACATGATCTCCAGGGCCT 48 23 
DXS_Chr05_320_F 1  CCAATCCCAGCAAAGGAGTA 50 20 
64 205 586 qRT-PCR, PCR y verificación 
DXS_Chr05_524_R 1  GGAAACATTGAAGACAACATCAGA 38 24 
DXS_Chr05_1130_F 2  GATCAGTGGTTCTGGATCAACAC 48 23 
60 201 201 PCR y verificación 
DXS_Chr05_1330_R  2  TGGTACTTATCTGCAGCTTTCTCA 42 24 
DXS_Chr05_1896_F 3  CCAGGGAACAAAGGCATTC 53 19 
60 197 274 PCR y verificación 
DXS_Chr05_2092_R 3  CTACGAATAAGAGCATGGTCCAAT 42 24 
D
X
S
 0
7
 
DXS_07_FLcDNA_F   ATGGCGGTTTCCGCGT 63 16 
60 2356 3694 Clonamiento y verificación 
DXS_07_FLcDNA2_R   TCATATATGCATTCGGTTGAGG 41 22 
DXS_Chr07_157_F 1  GAAAAGGACGGAGGGTGG 61 18 
64 197 334 qRT-PCR, PCR y verificación 
DXS_Chr07_353_R 1  ACTACTCCTAGGCTTGAGCTTAGATG 46 26 
DXS_Chr07_864_F  2  GCTTGGAGGGCAAACATTC 53 19 
60 215 215 PCR y verificación 
DXS_Chr07_1078_R 2  CTTTCTCTGTTACAATGTGGATCAG 40 25 
DXS_Chr07_1634_F 3  GGCCTAGCTGCTTCAGGTTC 60 20 
60 203 295 PCR y verificación 
DXS_Chr07_1836_R 3  TACTGTCACAAAAATATTCTGGGACC 38 26 
D
X
S
 1
1
 
DXS_11_FLcDNA2_F   ATGATCACTGCTGCCCAGG 58 19 
60 2479 5328 Clonamiento y verificación 
DXS_11_FLcDNA2_R   CTATAGTTTGAGGAGGTGAAGGCT 46 24 
DXS_Chr11_221_F 1  GGTTCACAAGATCCCTCAATTTC 43 23 
60 217 374 PCR y verificación 
DXS_Chr11_437_R 1  ACATGGTGAAGTGCAATGGTTAG 43 23 
DXS_Chr11_809_F 2  CTGTTGATGGCCCTGCTC 61 18 
60 197 294 PCR y verificación DXS_Chr11_1006_R 2  AAAGAGGCAAGCATTAGAGCC 48 21 
DXS_Chr11_1788_F 3  GCTAAAGGAAGGAAGCAGAGTG 50 22 
64 195 195 qRT-PCR, PCR y verificación DXS_Chr11_1982_R 3  CCTTCTTCAACAGTAATGAGGACC 46 24 
Tabla suplementaria 2: Características de los partidores diseñados para la amplificación de los genes VvDXS. En la primera columna el nombre del gen 
blanco, en la segunda columna el nombre de cada partidor: Gen_ secuencia de referencia_ posición (en pb) de hibridación del partidor (en relación a la secuencia 
de referencia) _ dirección del partidor. En la tercera columna el número de referencia de cada partidor para un manejo más sencillo de los mismos (Ejemplo: 
DXS05 pp 1 F, hace referencia al partidor DXS_Chr05_320_F, y DXS05 Mix pp 1, hace referencia a los partidores DXS_Chr05_320_F y DXS_Chr05_524_R). 
En la cuarta columna la secuencia nucleotídica de cada partidor en dirección 5’ a 3’. En la quinta columna el contenido de GC en porcentaje en relación a la 
secuencia completa de cada partidor. En la sexta columna el largo de cada partidor en pares de bases (pb). En la séptima columna la temperatura de fusión (Tm) 
de cada partidor. Y la octava columna muestra el tamaño esperado de amplificación de los pares de partidores sentido (F) y antisentido (R) diseñados para 
amplificación del FLcDNA o la amplificación por qRT-PCR, desde cDNA y gDNA. La novena columna describe el objetivo para el cual se utilizó cada par de 
partidores. 
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Figura suplementaria 1: Cinética de acumulación de geraniol y linalool durante el desarrollo 
de MoAl1, CrSe, MoAl2, MoAm, PeJi y To. Cinética de acumulación de linalool en las 
variedades de la primera cosecha (A) y de la segunda cosecha (B); Cinética de acumulación 
de geraniol en las variedades de la primera cosecha (C) y en las variedades de la segunda 
cosecha (D). Las barras verticales representan la desviación estándar en cada punto de análisis. 
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Figura suplementaria 2: Distribución de SS en las muestras obtenidas desde el primer, segundo y tercer muestreo. El eje vertical muestra el porcentaje 
de los sólidos solubles y el eje horizontal detalla la variedad (Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, Pedro Jiménez y Torontel), el muestreo y el nombre 
de la muestra, de la siguiente manera: M1 MoAm R1, representa la primera réplica biológica, obtenida en el primer muestreo; M2 MoAm 12 ºBrix representa 
una de las muestras separadas por densidad de sales (bayas separadas por densidad de sales, correspondientes a 12 % de SS), durante el segundo muestreo. En 
cada caso se muestra la distribución del porcentaje de SS (o ºBrix) del conjunto de datos: La “barra de error” inferior muestra los ºBrix de la baya con menor 
cantidad de SS en el conjunto de datos; la “barra de error” superior muestra los ºBrix de la baya con mayor cantidad de SS en el conjunto de datos; la parte 
inferior del rectángulo rojo muestra el valor del primer cuartil (mediana de la primera mitad de los datos, ordenados de manera numérica ascendente); la 
intersección entre el rectángulo verde y el rojo representa el segundo cuartil (Mediana de la serie completa de los datos); y la parte superior del rectángulo verde 
representa el tercer cuartil (mediana de la segunda mitad de los datos, ordenados de manera numérica ascendente). 
 
Se observa en la Figura suplementaria 1 la distribución de los datos de SS de las bayas de cada muestra. El primer muestreo, fue realizado considerando 
que las bayas de un mismo racimo poseerían un porcentaje de SS similar entre sí. El segundo y el tercer muestreo se realizaron separando las bayas por densidad 
para homogeneizar cada punto de muestreo y obtener muestras con un porcentaje de SS acotado (un estado de desarrollo específico y no un promedio de estados 
de desarrollo). 
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Figura suplementaria 3: Comparación de acumulación de geraniol y expresión 
transcripcional de VvGES en Crimson Seedless y Moscatel de Alejandría. 
Concentración de geraniol en Moscatel de Alejandría y Crimson Seedless en muestras con 
madurez de consumo (A) y Expresión transcripcional relativa de VvGES en Moscatel de 
Alejandría y Crimson Seedles durante el desarrollo de la baya (B). Imagen generada en 
base a las figuras 34 (A) y 40 A (B). Las barras verticales representan el error estándar en 
cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan 
grupos estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value        < 
0,05. “ND” significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
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Figura suplementaria 4: Comparación de acumulación de geraniol y expresión 
transcripcional de VvGES en Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, Torontel y 
Pedro Jiménez. Concentración de geraniol en Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, 
Torontel y Pedro Jiménez en muestras con madurez de consumo (A) y expresión 
transcripcional relativa de VvGES en Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, Torontel y 
Pedro Jiménez durante el desarrollo de la baya (B). Imagen generada en base a las figuras 35 
(A) y 40 B (B). Las barras verticales representan el error estándar en cada punto de análisis. 
Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan grupos estadísticamente 
diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. “ND” significa que no 
se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
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Figura suplementaria 5: Comparación de acumulación de linalool y expresión 
transcripcional de VvLISa y VvLISc en Crimson Seedless y Moscatel de Alejandría. 
Concentración de linalool en Moscatel de Alejandría y Crimson Seedless en muestras con 
madurez de consumo (A) y Expresión transcripcional relativa de VvLISa y VvLISc en Moscatel 
de Alejandría y Crimson Seedles durante el desarrollo de la baya (B y C). Imagen generada en 
base a las figuras 34 (A), 41 A (B) y 43 A (C). Las barras verticales representan el error estándar 
en cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan grupos 
estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. “ND” 
significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco o del metabolito. 
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Figura suplementaria 6: Comparación de acumulación de linalool y expresión 
transcripcional de VvLISa y VvLISc en Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, 
Torontel y Pedro Jiménez. Concentración de linalool en Moscatel de Alejandría, Moscatel 
Amarilla, Torontel y Pedro Jiménez en muestras con madurez de consumo (A) y Expresión 
transcripcional relativa de VvLISa y VvLISc en Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, 
Torontel y Pedro Jiménez durante el desarrollo de la baya (B y C). Imagen generada en base a 
las figuras 35 (A), 41 B (B) y 43 B (C). Las barras verticales representan el error estándar en 
cada punto de análisis. Los superíndices de cada barra (letras minúsculas) representan grupos 
estadísticamente diferentes defenidos por el método de “LSD” con un p-value < 0,05. “ND” 
significa que no se detectó acumulación de transcritos del gen blanco. 
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Figura suplementaria 7: Comparación de acumulación de linalool y expresión 
transcripcional de VvLISb en Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, Torontel y 
Pedro Jiménez Concentración de linalool en Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, 
Torontel y Pedro Jiménez en muestras con madurez de consumo (A) y Expresión transcripcional 
relativa de VvLISb en Moscatel de Alejandría, Moscatel Amarilla, Torontel y Pedro Jiménez 
durante el desarrollo de la baya (B). Imagen generada en base a las figuras 35 (A), 42 B (B). 
Las barras verticales representan el error estándar en cada punto de análisis. Los superíndices 
de cada barra (letras minúsculas) representan grupos estadísticamente diferentes defenidos por 
el método de “LSD” con un p-value < 0,05. “ND” significa que no se detectó acumulación de 
transcritos del gen blanco. 
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